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Kurzzusammenfassung 
 
Die Rasterkraftmikroskopie ist im Allgemeinen eine Technik, mit der ein stark vergrö-
ßertes Abbild der Topografie einer Oberfläche erzeugt werden kann. Dabei ist es gleich-
zeitig möglich, Informationen über elektrische, magnetische, chemische oder mechani-
sche Eigenschaften der Oberfläche zu erhalten. 
Die Eigenschaften von sehr kleinen, also Nano-Partikeln, sind von denen der Oberfläche 
dominiert, da verhältnismäßig viele Atome auf der Oberfläche liegen und nicht im Vo-
lumen. Werden die Partikel größer, so ändert sich dieses Verhältnis, und die Eigenschaf-
ten des Volumens beginnen zu dominieren.  Die Oberfläche ist insbesondere dadurch 
charakterisiert, dass sie im Kontakt zur Umwelt steht und Einflüssen wie dem Umge-
bungsmedium ausgesetzt ist. Zwischen dem Volumen und der Oberfläche befindet sich 
ein Übergangsbereich, der sowohl Einflüsse der Umwelt, wie auch des Volumens er-
fährt.  
Die vielfältigen abbildenden Möglichkeiten der Rasterkraftmikroskopie sollen auch auf 
den unter der Oberfläche liegenden, oberflächennahen Bereich einer Probe angewandt 
werden. 
Wie unter der Oberfläche liegende Strukturen mit Rasterkraftmikroskopie zugänglich 
gemacht werden können, ist die zentrale Fragestellung dieser Arbeit. 
Dazu werden zwei verschiedene Vorgehensweisen gezeigt, mit denen es möglich ist, 
mit Rasterkraftmikroskopie nicht nur die Topografie der Oberfläche einer Probe abzu-
bilden, sondern auch Strukturen sichtbar zu machen, die unterhalb der Oberfläche lie-
gen. Diese Strukturen liegen im Übergangsbereich zwischen Oberfläche und Volumen. 
Ein komplettes, dreidimensionales Volumenabbild ist hier nicht möglich, jedoch ist es 
in beiden Fällen ebenfalls möglich, die Probe auch oberflächennah, ortsaufgelöst me-
chanisch zu charakterisieren. 
Im ersten Ansatz wird der Biegebalken der Messspitze des Rasterkraftmikroskops nicht 
nur mit seiner Resonanzfrequenz zum Schwingen angeregt, sondern auch mit einer 
oder mehreren höheren Eigenmoden. Dadurch ist es möglich, lang- und kurzreichwei-
tige Wechselwirkungen zwischen Messspitze und Probe in einer Messung getrennt von-
einander zu erfassen, wenn sich die Wechselwirkungslängen voneinander unterschei-
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den. Das ist zum Beispiel der Fall, wenn es sich zum einen um langreichweitige magne-
tische Wechselwirkungen und zum anderen um topografieerzeugende, kurzreichwei-
tige, abstoßende Kräfte handelt. 
Im zweiten Ansatz werden an jedem Punkt der Oberfläche Kraft-Abstands Kurven auf-
genommen. Aus der Analyse der Kurven kann sowohl die Topografie der Probe aus dem 
Kontaktpunkt erhalten werden, wie auch mechanische Eigenschaften wie der (effek-
tive) Elastizitätsmodul und die maximale Eindringtiefe in die Probe an dem jeweiligen 
Punkt. Eine dreidimensionale nanomechanische Kartierung ist mit der Methode der 
Kraft-Abstands Kurven möglich, wenn eine spezielle Auswertung angewandt wird: da-
bei werden die Kurven beginnend am Kontaktpunkt stückweise, lokal ausgewertet. So 
können tiefenaufgelöste, mechanische Eigenschaften erhalten werden. 
Das Potenzial dieses „Werkzeugs“ wird anhand von verschiedenen Beispielen demons-
triert. Dazu werden polymere und magnetische Materialien sowie Nanopartikel hin-
sichtlich ihrer Oberflächen- und inneren Struktur sowie mechanischer Eigenschaften 
untersucht.  
Insbesondere ist es möglich, lebende, menschliche Zellen mit dieser Methode zu unter-
suchen und mechanisch zu charakterisieren. Dabei können Zellbestandteile wie der 
Zellkern und das Zellskelett identifiziert und lokal aufgelöst werden. In Kombination 
mit optischer Fluoreszenzmikroskopie können die mit der Rasterkraftmikroskopie ge-
fundenen Strukturen in der Zelle identifiziert werden. Diese Messungen zeigen eine 
mechanisch härtere, äußere Schicht der Zellen, die an einigen Stellen unterbrochen ist. 
An diesen „Löchern“ ist die Eindringtiefe der Messspitze in die Zelle deutlich erhöht und 
der Elastizitätsmodul vermindert. Hierbei könnte es sich um integrale Proteine handeln, 
die die Zellmembran durchspannen und den Stofftransport der Zelle ermöglichen. 
Dieses Werkzeug könnte in Zukunft dazu genutzt werden, gezielt Vorgänge in lebenden 
Zellen zu untersuchen – beispielsweise das Eindringen von Nanopartikeln oder den Ver-
gleich von Bestandteilen gesunder Zellen mit denen von Krebszellen.  
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Abstract 
 
Atomic force microscopy is generally a technique that can be used to create a highly 
magnified image of the topography of a surface. Simultaneously, it is possible to obtain 
information about electrical, magnetic, chemical or mechanical properties of the sur-
face. 
The properties of very small, i.e. nanoparticles are dominated by those of the surface 
because a relatively large number of atoms are located on the surface and not in the 
volume. If the particles become larger, this ratio changes and the properties of the vol-
ume begin to dominate.  The surface is characterized in particular by the fact that it is 
in contact with the environment and is exposed to influences such as the surrounding 
medium. Between volume and surface there is a transition region which is influenced 
by both the environment and the volume.  
The various imaging possibilities of atomic force microscopy are also to be applied to 
the area of a sample that lies below the surface and is close to the surface. 
The central question of this work is how to make sub-surface structures accessible with 
atomic force microscopy. 
For this purpose, two different approaches are shown, with which it is possible to use 
atomic force microscopy not only to image the topography of the surface of a sample, 
but also to visualize structures that lie below the surface. These structures are located 
in the transition region between surface and volume. A complete, three-dimensional 
image of the volume is not possible here, but in both cases it is also possible to locally 
characterize the sample mechanically close to the surface. 
In one case, the cantilever of the probe of the atomic force microscope is excited to 
oscillate not only with its resonant frequency, but also with one or more higher 
eigenmodes. This allows for measuring short- and long-range interactions between 
probe tip and sample separately in one measurement if the interaction lengths differ 
from each other. This is the case, for example, if there are long-range magnetic interac-
tions on the one hand and topographical short-range repulsive forces on the other hand. 
In the second case, force-distance curves are mapped two dimensionally during the 
measurement. From these curves the topography of the sample can be reconstructed 
from the contact point as well as mechanical properties such as the Young's modulus 
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and the maximum indentation depth into the sample can be visualized. A three-dimen-
sional nanomechanical characterization is possible with the method of force-distance 
curves, if a special data analysis is applied: the curves are evaluated section by section, 
locally, starting at the contact point. In this way depth-resolved mechanical properties 
can be obtained. 
The potential of this "tool" are demonstrated by means of various examples. For this 
purpose, both polymeric and magnetic materials as well as nanoparticles are investi-
gated towards their surface and inner structure, as well as their mechanical properties.  
In particular, it is possible to examine and mechanically characterize living human cells 
with this method. Cell components such as the cell nucleus and the cytoskeleton can be 
identified and resolved. In combination with optical fluorescence microscopy, the struc-
tures found by nanomechanical characterization can be identified in the cell. These 
measurements show a mechanically harder, outer layer of the cells, which is interrupted 
at some places. At these cavities the indentation depth of the probe tip into the cell is 
significantly increased and the Young's modulus is reduced compared to the surround-
ing area. These could be integral proteins that span the cell membrane and enable the 
mass transport of the cell. 
In the future, this tool could be used to study specific processes in living cells - for 
example the intrusion of nanoparticles into the cell or the comparison of structures in 
healthy cells with cancer cells.  
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1. Einleitung 
 
Produkte, die Materialeigenschaften auf der Nanometerskala ausnutzen begegnen uns 
im Alltag immer häufiger: in Lebensmitteln wird Siliziumdioxid als Rieselhilfe einge-
setzt [1], in Verpackungsmaterialien wirken Silbernanopartikel antibiotisch [2-4], Ti-
tandioxidnanopartikel machen durchsichtige Schichten für UV-Strahlung undurchlässig 
[5], nanoskalige Tonpartikel erhöhen die Steifigkeit von Kunststoffen [6], Nanokäfige 
werden zum Transport von Nahrungsergänzungsmitteln oder Medikamenten [7-11] 
eingesetzt. In diesen Fällen wird ausgenutzt, dass die Größe der Partikel deren Eigen-
schaften bedingt: Je kleiner das Partikel, desto mehr dominieren die Eigenschaften der 




Abbildung 1 Die Quader bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl an Teilwürfeln. Je kleiner die Anzahl an 
Teilwürfeln ist, desto größer ist die Anzahl der Würfel, die an der Oberfläche sitzen, im Vergleich zu denen im 
Volumen. 
 
Ein Würfel wird aus elementaren Teilwürfeln aufgebaut. Je kleiner die Zahl der Bau-
steine, umso mehr dominieren die an der Oberfläche liegenden Bausteine die Eigen-
schaften des Würfels. 
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Erste Ideen, die kleine Größe und das damit verbundene große Verhältnis von Oberflä-
che zu Volumen auszunutzen, gibt es seit den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts. Als 
wegweisend gilt der von Richard Feynman gehaltene Vortrag "There's Plenty of Room at 
the Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics" (so ähnlich wie: “Unten ist eine 
Menge Platz: eine Einladung, ein neues Feld der Physik zu betreten”, 29.12.1959) [12]. 
Der Begriff „Nanotechnologie“ für dieses Wissenschaftsfeld wurde später geprägt und 
gelangte durch Eric Drexlers Buch „Engines of Creation“ [13] in eine breite Öffentlich-
keit. Die Nanotechnologie beschäftigt sich mit Forschung und Technologie auf Größen-
skalen von einzelnen Atomen bis hin zu 100 nm und entwickelt bzw. studiert neue Ei-
genschaften von Materialien aufgrund der geringen Größe der Nanoobjekte. Eigen-
schaften, die sich unterhalb einer „kritischen Größe“ verändern, sind beispielsweise me-
chanische Eigenschaften (wie die Adhäsion), optische Eigenschaften (wie die Absorp-
tion von Licht), die Plasmonenresonanz (und damit die „Farbe“ von Nanoteilchen [14, 
15]) oder magnetische Eigenschaften (wie Superparamagnetismus, also keine dauer-
hafte Magnetisierung ohne ein externes Feld auch unterhalb der Curie-Temperatur).  
Der Alltagseinsatz von Nanomaterialien und Nanopartikeln ist nicht unumstritten [1]: 
neben den veränderten Materialeigenschaften weisen Nanopartikel eine höhere chemi-
sche Reaktivität, eine größere biologische Aktivität und ein stärkeres katalytisches Ver-
halten auf. Aufgrund ihrer kleinen Größe können Nanopartikel Zellmembranen durch-
dringen und sogar in den Zellkern eindringen und womöglich toxisch wirken [16-19]. 
Um die „Nanowelt“ zu untersuchen, sind Werkzeuge notwendig, die eine Vergrößerung 
erreichen, die es erlaubt, einzelne Nanopartikel und deren Umgebung sichtbar zu ma-
chen. Der Wunsch ist also, ein bildgebendes Verfahren mit einer räumlichen Auflösung 
im Nanometerbereich zu haben. Da die zu untersuchenden Strukturen im Allgemeinen 
deutlich kleiner sind als sichtbares Licht, sind konventionelle optische Mikroskope nicht 
als Werkzeuge geeignet. Streuverfahren wie Röntgenkleinwinkelstreuung (engl. SAXS, 
small angle x-ray scattering) oder Neutronenkleinwinkelstreuung (engl. SANS, small 
angle neutron scattering) bieten eine entsprechende räumliche Auflösung, bilden aber 
immer ein Volumenmittel ab und sind daher ungeeignet, einzelne Strukturen zu be-
obachten. 
Die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops (engl. STM, scanning tunneling 
microscope) [20, 21] durch Gerd Binnig und Heinrich Rohrer im Jahr 1982 machte es 
erstmals möglich, eine Kristalloberfläche so genau abzubilden, dass einzelne Atome 
 
Einleitung  10 
sichtbar wurden [22-25]. Hier wurde eine leitfähige Spitze über eine Probenoberfläche 
gerastert und der Abstand zwischen Spitze und Oberfläche immer so eingestellt, dass 
ein konstanter Tunnelstrom fließt. Der Tunnelstrom wird in diesem Fall also als Regel-
größe genutzt, um die Topografie einer Oberfläche abzubilden. Aus der zugrundelie-
genden Idee, die Oberfläche einer Probe mit einer sehr scharfen Spitze in sehr geringem 
Abstand abzurastern, entstanden weitere Typen der „Rastersonden-Mikroskope“ (engl. 
SPM, scanning probe microscope). Das Rasterkraftmikroskop (engl. AFM, atomic force 
microscope) benutzt ebenso eine scharfe Spitze, die am Ende eines Biegebalkens befes-
tigt ist [26]. Die von der Probenoberfläche aus auf diese Spitze wirkenden Kräfte führen 
zu einer Verbiegung des Biegebalkens. Diese Verbiegung kann als Regelsignal verwen-
det und somit auch hier ein Abbild der Topografie der Probenoberfläche erstellt werden. 
Neben diesem sehr einfachen Betriebsprinzip sind weitere physikalische Größen als Re-
gelsignal verwendbar: Wird der Biegebalken extern zu einer (resonanten) Schwingung 
angeregt, so kann die Amplitude dieser Schwingung („AM-AFM“), die Phasenverschie-
bung zwischen Anregung und Antwort des Biegebalkens oder auch die Frequenzver-
schiebung („FM-AFM“) als Regelgröße dienen [27, 28]. Der Betrieb eines Rasterkraft-
mikroskops mit diesen Methoden wird als „Dynamische Rasterkraftmikroskopie“ be-
zeichnet. Es sind auch Mischformen der Betriebsmodi möglich, mit denen erstmals eine 
mechanische Materialcharakterisierung möglich war [29]. Ebenso ist es möglich, den 
Biegebalken mit mehreren Schwingungen gleichzeitig anzuregen.  Diese „Multimodale 
Rasterkraftmikroskopie“ bietet eine noch höhere Auflösung und Sensitivität gegenüber 
Materialeigenschaften und insbesondere wird nur eine Schwingung als Regelgröße be-
nötigt – alle weiteren sind frei von Einschränkungen durch die Regelung [30]. 
 
1.1. Inhalt und Ziel dieser Arbeit 
 
Alle diese genannten Methoden geben zunächst ein vergrößertes Abbild der Proben-
oberfläche wider. Der oberflächennahe Bereich einer zu untersuchenden Probe ist ge-
prägt sowohl von Einflüssen der Umwelt, wie auch von denen des Volumens. Hier fin-
den zum Beispiel Transportprozesse von der Umgebung in das Volumen statt. Dazu 
gehört auch das Eindringen von Nanopartikeln in lebende menschliche Zellen. Um aber 
beispielsweise die Wechselwirkungen der oben genannten Nanopartikel und lebendem 
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Gewebe zu untersuchen, ist es notwendig, diese auch unter der Probenoberfläche sicht-
bar machen zu können. Verschiedene komplexe Methoden wurden bereits verwendet, 
um unter die Oberfläche schauen zu können. Ein Beispiel ist die Rasternahfeld-Ultra-
schall-Holografie (engl. SNFUH, scanning near-field ultrasound holography) [31]. Hier 
werden Ultraschallwellen durch die zu messende Probe geleitet, welche im Inneren der 
Probe an verschiedenen Strukturen streuen. Diese gestreuten Wellen werden mit dem 
Biegebalken aufgenommen und in Bezug auf Amplitude und Phase der ursprünglichen 
Schwingung ausgewertet. Dies erlaubt Rückschlüsse auf die innere Struktur der Probe 
zulässt. 
Obwohl die „klassische“ Rasterkraftmikroskopie grundsätzlich eine oberflächensensi-
tive Messmethode ist, lässt sich auch mit der „klassischen“ Rasterkraftmikroskopie das 
Innere einer Probe sichtbar machen [32].  
Ziel dieser Arbeit ist es, zu zeigen, wie mit Rasterkraftmikroskopie der oberflächennahe 
Bereich einer Probe untersucht werden kann und dadurch Strukturen unter der Ober-
fläche charakterisiert werden können. 
Zwei unterschiedliche Herangehensweisen sind hier möglich: bei Verwendung multi-
modaler Anregung in der Rasterkraftmikroskopie ist es möglich, Kräfte aufgrund ihrer 
Wechselwirkungslängen zu unterscheiden und dies zu nutzen, um Strukturen unter der 
Probenoberfläche sichtbar zu machen. Eine weitere Möglichkeit besteht in einer detail-
lierten Auswertung von statischen oder dynamischen Kraft-Abstands Kurven. Beide Va-
rianten werden hier gegeneinander diskutiert und hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit für 
die Untersuchung von biologischen Proben untersucht. 
 
1.2. Struktur dieser Arbeit 
 
In Kapitel 2 dieser Arbeit werden die Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie beschrie-
ben und die Funktionsweise des Rasterkraftmikroskops erklärt. Dabei wird auf die ver-
schiedenen Betriebsmodi eingegangen und die Aufnahme von Kraft-Abstands Kurven 
erläutert sowie die auswertbaren Größen erklärt. Die beiden unterschiedlichen Heran-
gehensweisen, Strukturen unterhalb der Oberfläche sichtbar zu machen, werden in Ka-
pitel 3 diskutiert. Kapitel 4 beschäftigt sich mit der exemplarischen Anwendung multi-
modaler Rasterkraftmikroskopie und demonstriert die hohe Auflösung und Geschwin-
 
Einleitung  12 
digkeit dieser Methode. Wie mit multimodaler Rasterkraftmikroskopie unter die Ober-
fläche einer Probe geblickt werden kann, ist Bestandteil von Kapitel 5. Hier wird das 
körpereigene Kern-Hülle Protein Ferritin untersucht. Die zweite Möglichkeit, mit dem 
Rasterkraftmikroskop unter die Oberfläche zu schauen, wird durch ein methodisches 
Beispiel in Kapitel 6 eingeleitet: Der Ab- und der Aufbau der Hülle von Ferritin wird mit 
kraft-abstandkurvenbasierter Rasterkraftmikroskopie sichtbar gemacht. In Kapitel 7 
wird gezeigt, dass diese Methode sehr gut zum Abbilden lebender menschlicher Zellen 
geeignet ist. Weiterhin wird in Kapitel 8 gezeigt, dass es möglich ist, Strukturen, die in 
der Zelle liegen, mechanisch sichtbar zu machen. Eine Zusammenfassung der wichtigs-
ten Ergebnisse dieser Arbeit wird in Kapitel 9 gegeben. Kapitel 10 gibt einen Ausblick 
auf mögliche bzw. kommende Forschungsvorhaben. 
Ein Teil der Ergebnisse wurde in internationalen, begutachteten Zeitschriften veröffent-
licht: die Veröffentlichungen [33, 34] sind Bestandteil von Kapitel 4, [35] ist Inhalt von 
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2. Grundlagen 
 
2.1. Funktionsprinzip des Rasterkraftmikroskops 
 
Die Rasterkraftmikroskopie basiert auf einem einfachen Grundprinzip: mit einer feinen 
Spitze wird die Oberfläche der Probe mechanisch Zeile für Zeile abgerastert und 




Abbildung 2 Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops. Der allgemeine Aufbau ist in a) gezeigt. Die Oberfläche 
einer Probe wird mit einer an einen Biegebalken befestigten Spitze abgerastert. Die Bewegung der Spitze erfolgt 
mittels einer Rastereinheit, meist einem Piezoaktuator. Die Auslenkung des Biegebalkens wird durch einen 
Lichtzeiger in einer segmentierten Photodiode detektiert. Der Lichtweg und wesentliche Größen zur Ermittlung der 
Vergrößerung können aus Abbildungsteil b) gelesen werden. Hier sind der Winkel  und die Länge s1 die Verbiegung 
des Biegebalkens, s2 die Auslenkung gemessen an der Photodiode, l die Länge des Biegebalkens und d die Länge des 
Lichtwegs von der Rückseite des Biegebalkens bis zur Photodiode. 
 
Die Spitze ist am vorderen Ende eines Biegebalkens befestigt. Die Verbiegung dieses 
Balkens wird mit einem Lichtzeiger gemessen. Dazu wird ein Laserstrahl auf die Rück-
seite des Biegebalkens gerichtet, der in eine (weit entfernte) segmentierte Photodiode 
reflektiert wird. Die Position des reflektierten Lichtstrahls auf der Photodiode und damit 
dessen Ausfallswinkel können gemessen werden und sind ein Maß für die Verbiegung 
des Biegebalkens. Es kann zwischen vertikaler Verbiegung (Diodensegmente oben und 
unten) und Torsion des Biegebalkens (Diodensegmente links und rechts) unterschieden 
werden. Das ist ein wichtiger Vorteil gegenüber anderen Detektionsmethoden, wie bei-
spielsweise der Detektion mit einem Interferometer [38], einem Rastertunnelmikroskop 
[22, 26] oder unter Zuhilfenahme des Piezoelektrischen oder -resistiven Effekts [39]. 
Spitze und Probe können relativ zueinander in allen Raumrichtungen bewegt werden. 
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Das wird meistens durch Piezostellelemente als Rastereinheit realisiert, mit denen Po-
sitionen sub-nanometergenau eingestellt werden können. 
Wichtige Kenngrößen des Biegebalkens (auch im Deutschen häufig „Cantilever“ ge-
nannt) sind seine Federkonstante und die Resonanzfrequenz der Biegeschwingung. Die 
Federkonstante wird meistens mit der „Sader-Methode“ bestimmt [40]. Dazu muss die 
Resonanzfrequenz und der Qualitätsfaktor des Biegebalkens bekannt sein, was einfach 
aus der Fouriertransformation des Signals des thermischen Rauschens des Biegebalkens 
bestimmt werden kann. Ebenso müssen die Abmessungen der Länge und Breite des 
Biegebalkens bekannt sein. 
Es ist auch möglich, den Biegebalken in eine Schwingung zu versetzen. Das kann über 
die Rastereinheit erfolgen oder durch einen zusätzlichen Schwingungsgeber. Als 
Schwingungsgeber findet meistens ein Piezoelement Anwendung. Insbesondere bei 
Messungen in Flüssigkeit eignet sich auch eine photothermische Anregung [41] des 
Biegebalkens. Dabei wird ein zweiter Laser verwendet, dessen Lichtleistung moduliert 
werden kann. Dieser strahlt auf das feste Ende des Biegebalkens und erwärmt dort lokal 
das Material. Die lokale Erwärmung führt zu einer lokalen Ausdehnung des Materials 
und das zu einer Verbiegung des Biegebalkens (ähnlich wie beim Bimetall-Effekt), 
wodurch eine Schwingung erzwungen werden kann. 
Die Vergrößerungswirkung des Rasterkraftmikroskops kommt insbesondere durch den 
Lichtzeiger zustande. Die Vergrößerung lässt sich, mit Hilfe von Abbildung 2 b, einfach 
abschätzen. Der Winkel  und die Länge s1 beschreiben die Verbiegung des Biegebal-
kens. Die an der Photodiode gemessene Länge der Verbiegung wird durch s2 gekenn-
zeichnet. Die Länge des Biegebalkens ist l, die Länge des Abstandes zwischen dem Auf-
treffpunkt des Lichtstrahls auf der Rückseite des Biegebalkens und der Photodiode ist 
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Die Vergrößerung ist demnach umso stärker, je kürzer der Biegebalken ist und je größer 
der Abstand zwischen Auftreffpunkt des Lichtstrahls auf der Rückseite des Biegebalkens 
und der Photodiode ist. 
 
2.2. Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe 
 
Die Spitze des Biegebalkens tritt durch verschiedene Kräfte mit der Oberfläche der 
Probe in Wechselwirkung. Diese Kräfte unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Wirkungs-
länge, ihrem Abklingverhalten gegenüber dem Abstand und ihrem Vorzeichen. Als 
„langreichweitige Kräfte“ können in Abständen bis zu einigen 100 nm magnetische oder 
elektrostatische Wechselwirkungen auftreten. Diese können sowohl anziehend als auch 
abstoßend wirken. Um die magnetischen Wechselwirkungen detektieren zu können, 
muss eine permanentmagnetische Messspitze verwendet werden, die eine definierte 
Magnetisierung aufweist. Elektrostatische Kräfte können auf isolierten Oberflächen auf-
treten: hier können Ladungen nicht abfließen und es entsteht eine Kraft nach dem 
Coulomb-Gesetz. Solche Kräfte können auch dann auftreten, wenn eine Oberfläche 
nicht isoliert ist, aber trotzdem auf einem anderen elektrischen Potential liegt. Kräfte, 
die als „kurzreichweitig“ bezeichnet werden, klingen in Bezug auf den Abstand schnel-
ler ab als ∝
1
𝑟2
. Van der Waals Wechselwirkungen, die durch spontane Fluktuationen 
der Elektronenverteilung auf Spitze und / oder Probe Dipole induzieren oder durch 
permanente Dipole entstehen, wirken im Allgemeinen als anziehende Kräfte. Bei noch 
geringerem Abstand, unter einem Nanometer, tritt ein mechanischer Kontakt ein: die 
Elektronenhüllen der vollbesetzten Atomorbitale beginnen sich zu überlagern und es 
tritt eine abstoßende Kraft auf, die letztendlich aus dem Pauli-Prinzip resultiert. Mög-
lich ist auch, dass die Messspitze eine chemische Bindung mit einem Molekül auf der 
Oberfläche eingeht. Diese Kraft kann ebenso zu den kurzreichweitigen gezählt werden. 
Um die Summe der kurzreichweitigen Kräfte zu beschreiben, wird häufig das „Lennard-
Jones Potential“ verwendet. Werden Messungen an Luft durchgeführt, können Kapil-
larkräfte auftreten: ist die Luftfeuchtigkeit hoch genug, ist eine hydrophile Probenober-
fläche mit einem Wasserfilm bedeckt und es kann ein Meniskus zwischen Spitze und 
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Tabelle 1 Wichtige Wechselwirkungen, die zwischen Spitze und Probenoberfläche auftreten können. 
Kraft Reichweite Richtung 
Magnetische Wechselwirkung lang anziehend oder abstoßend 
Van der Waals Wechselwirkung kurz anziehend 
Elektrostatische Kräfte lang anziehend oder abstoßend 
Pauli-Abstoßung sehr kurz abstoßend 
 
Abhängig von den in einem jeweiligen Abstand dominierenden Wechselwirkungen kön-
nen verschiedene Messregime in der Rasterkraftmikroskopie unterschieden werden. 
Vom Kontaktmodus bzw. dem repulsiven Modus spricht man, wenn sich die Spitze wäh-
rend der Messung immer im Bereich abstoßender Pauli-Wechselwirkungen befindet. 
Die Messregime und jeweils dominanten Wechselwirkungen sind in Abbildung 3 ver-
deutlicht.  
 
Abbildung 3 Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probenoberfläche und Messregime der Rasterkraftmikrosko-
pie. (a) zeigt den Verlauf der wirkenden Nettokraft und die sich daraus ergebenden Messregime bzw. Betriebsmodi 
des Rasterkraftmikroskops (siehe auch Abschnitte 2.3, 2.4, 2.5). (b) Verdeutlicht die Reichweite und Lage der jewei-
ligen Wechselwirkung (erstellt nach einer Idee in: [42]). 
Schwingt der Biegebalken und die Spitze erfährt während dieser Schwingung sowohl 
abstoßende Pauli- als auch anziehende VdW-Kräfte, so spricht man vom intermittieren-
 
Grundlagen  17 
den Kontaktmodus. Erfährt die Spitze bei einem solchen Schwingungszyklus nur attrak-
tive Kräfte (und ist die Amplitude der Schwingung hinreichend klein), so kann von ei-
nem attraktiven Modus gesprochen werden. 
 
2.3. Statische Rasterkraftmikroskopie und Artefakte 
 
Im Folgenden werden die wichtigsten Betriebsmodi eines Rasterkraftmikroskops, die 
auch in dieser Arbeit Verwendung finden, genauer vorgestellt. Grundsätzlich unter-
scheiden kann man zwischen statischen und dynamischen Modi. Die statischen Be-
triebsmodi stellen den technisch einfacheren Fall dar. 
Im einfachsten Fall wird die Spitze auf eine konstante Höhe gebracht und (relativ zuei-
nander) über die Probe gerastert. Die dabei entstehende Verbiegung des Biegebalkens 
wird gemessen. Ein direktes Abbilden der Oberflächentopografie ist somit möglich, 
ohne dass ein Regelkreis benötigt wird.  Dabei sind sowohl in der Ebene wie auch or-
thogonal dazu Auflösungen im sub-nanometer Bereich möglich. Jedoch können je nach 
Probenbeschaffenheit starke Verbiegungen und damit große Kräfte auftreten. Deshalb 
wird dieser Modus insbesondere für sehr glatte Proben benutzt wird. 
In einem weiteren Fall wird bei der Messung die Kraft zwischen Spitze und Probe kon-
stant gehalten, indem die Verbiegung des Biegebalkens (und damit die Kraft) konstant 
gehalten wird. Dazu wird der Abstand zwischen Spitze und Probe während des zeilen-
weisen Abrasterns der Oberfläche geregelt. Ein Regelkreis vergleicht die gemessene Ver-
biegung (Regelgröße) des Biegebalkens mit der eingestellten Verbiegung (Führungs-
größe).  Liegt eine Abweichung zwischen diesen Werten vor, so gleicht der Regler diese 
Differenz (Regelabweichung) durch eine Änderung (Stellgröße) des Abstands zwischen 
Spitze und Probe aus. Das Abbild der Oberfläche entsteht hier aus der Stellgröße, be-
ziehungswiese der Höhenposition des Stellelements. Der Regelkreis arbeitet üblicher-
weise mit einer Parallelschaltung aus einem Proportional- und einem Integralregler. 
Der Proportionalregler wirkt ohne Zeitverzögerung und gibt einen Stellwert aus, der 
proportional zur Regelabweichung ist. Mit ihm ist es jedoch nicht möglich, die Regel-
abweichung vollständig zu korrigieren. Mit einem Integralregler allerdings ist eine voll-
ständige Kompensation möglich: dieser integriert die Regelabweichungen über die Zeit 
auf, reagiert dadurch jedoch träge. 
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Während der Messung treten verschiedene Artefakte auf. Artefakte sind „scheinbare 
Messergebnisse“, die nur aufgrund des Messsystems selbst auftreten. Die beiden we-
sentlichen sind zum einen das Resultat der Trägheit des Regelkreises und zum anderen 
der Geometrie der Spitze geschuldet. Diese Artefakte der Messspitze sind in Abbildung 
4 beispielhaft dargestellt. 
 
 
Abbildung 4 Artefakte durch die Messspitze bei der Rasterkraftmikroskopie. Die Topografie der orangenen Objekte 
soll abgebildet werden, die gemessene Topografie ist als grüne Linie dargestellt. Bei optimaler Geometrie und 
optimalem Regelkreis (a) wird die Topografie der Oberfläche fast exakt wiedergegeben. Die Geometrie der Spitze 
(b) verhindert eine exakte Abbildung von Kanten, insbesondere wenn die Spitze einen großen Öffnungswinkel 
aufweist.  
 
Bei optimaler Regelung und einer sehr scharfen Messspitze wird die Topografie der 
Oberfläche fast exakt abgebildet (Abbildung 4 a). Das Ende der Spitze kann als Kugel 
angenähert werden. Typische Spitzenradien liegen in einem Bereich von 5 bis 15 nm, 
die Spitze öffnet sich hinter dieser Kugel als Pyramidenstumpf. Das bedeutet, dass klei-
nere Strukturen in der Probenoberfläche, insbesondere Vertiefungen, nicht vollständig 
abgebildet werden können. Der Öffnungswinkel der Spitze bedingt, dass scharfe Kanten 
in der Topografie nicht als solche dargestellt werden können (Abbildung 4 b). Der 
Durchmesser einer abzubildenden Kugel erscheint größer, eine Kante erscheint als 
schiefe Ebene. Die Trägheit des Regelkreises macht sich insbesondere an Kanten in der 
Topografie bemerkbar: die Änderung in der Steigung der Topografie wird mit einer 
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zeitlichen Verzögerung registriert. Dadurch erscheinen Kanten abgeflacht und ein Re-
gelfehler wird sichtbar. Dieses Verhalten kann man sich gezielt zu Nutze machen, um 
Änderungen in der Topografie abzubilden. Dazu wird bewusst in Kauf genommen, dass 
der Regelkreis träge arbeitet und eine Abbildung des Regelfehlers erstellt, die dann ins-
besondere Änderungen der Topografie verdeutlicht (vgl. Abbildung 24 b und d, sowie 
Abbildung 25). 
 
2.4. Dynamische Rasterkraftmikroskopie 
 
Neben der Regelung auf die Größe der Kraft gibt es noch weitere Möglichkeiten, den 
Regelkreis zu schließen. Der Biegebalken kann zu einer (resonanten) Schwingung an-
geregt und die Amplitude oder die Frequenz dieser Schwingung als Regelgröße ver-
wendet werden.  
Im Folgenden soll mit einem einfachen Modell der Zusammenhang zwischen experi-
mentell beobachtbaren Größen und der Kraft zwischen Spitze und Probe untersucht 
werden. Die freie Schwingung des Biegebalkens (inklusive der Spitze) kann näherungs-
weise als die eines harmonischen Oszillators angenommen werden. Es gilt das 
Hookesche Gesetz und die Proportionalität von Beschleunigung und Kraft: 
 
−k ∙ 𝑧 = 𝑚 ∙ ?̈? 




⇒ 0 = ?̈? + 𝜔0




Hier ist -kz die wirkende Feder-Kraft, k die Federkonstante, z die Auslenkung des Bie-
gebalkens, m die schwingende Masse und 𝜔0
2 die Substitution von k/m. Die Lösung der 
Differentialgleichung ist eine harmonische Schwingung: 
 
𝑧(𝑡) = 𝐴 ∙ sin(𝜔0 ∙ 𝑡 + 𝜑) (4) 
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Die Bedeutung von A ist die Amplitude (maximale Auslenkung) der Schwingung, 𝜑 eine 
Phasenverschiebung. Die Schwingungsfrequenz f kann aus der Eigenkreisfrequenz 𝜔0  




2𝜋⁄  (5) 
 
Die Schwingung des Biegebalkens kann also durch drei wesentliche Größen beschrie-
ben werden: die Amplitude A, die Phasenverschiebung 𝜑 und die Resonanzfrequenz f. 
Im Experiment wird der Biegebalken zu einer erzwungenen Schwingung mit der 
Kreisfrequenz Ω angeregt. Dazu wirkt eine äußere Kraft: 
 
𝐹 = 𝐹0 ∙ cos(Ω𝑡) (6) 
 
Nähert sich die Spitze der Probenoberfläche an, so erfährt sie außerdem Wechselwir-
kungen mit verschiedenen Kräften FSP (siehe 2.2, „SP“=Spitze-Probe). Diese Kräfte 
sind nicht konstant in Bezug auf den Abstand zur Oberfläche (siehe Tabelle 1), son-
dern variieren nicht-linear mit z. Das umgebende Medium übt zudem eine dämpfende 
Kraft α aus, die als proportional zur Geschwindigkeit angenommen wird. 
Die Schwingung wird nun beschrieben als von einer äußeren Kraft getriebener, ge-
dämpfter harmonischer Oszillator: 
 
?̈? + Ω0
2 ∙ 𝑧 + 𝛼 ∙ ?̇? = 𝐹0 ∙ cos(Ω𝑡) + 𝐹𝑆𝑃 (7) 
 
Somit erhält man für die Amplitude A und die Phase 𝜑 der Schwingung mit der Kreis-
frequenz Ω die Resultate des getriebenen harmonischen Oszillators mit einer effektiven 
Federkonstante keff und einem Reibungskoeffizienten αeff 
Nach einiger Rechnung (nachzulesen in [43]) kann man für die Amplitude und die 
Phasenverschiebung zwischen Schwingung des Biegebalkens und äußerer Kraft fol-
gende Ausdrücke erhalten: 
 
 


















2 ) (9) 
 
 
Hier ist Q der „Qualitätsfaktor“ der Schwingung. Die Resonanzfrequenz und der Quali-













Im Näherung kann man zeigen, dass FSP durch eine effektive Federkonstante keff=k+kSP 
und eine Dämpfung αeff=α+αSP beschrieben wird. kSP und αSP beschreiben die Wirkung 
der Kraft zwischen Spitze und Probe. Dadurch ändern sich die messbaren Größen Ei-
genfrequenz und Phase der Schwingung. Dieses Verhalten ist in Abbildung 5 verdeut-
licht: die Amplitude der Schwingung verringert sich, wenn weiterhin mit einer konstan-
ten, ursprünglichen Anregungsfrequenz der Biegebalken zu einer Schwingung angeregt 
wird. Im weit von der Oberfläche entfernten Fall würde diese Frequenz der freien Re-
sonanzfrequenz entsprechen. Es ändert sich auch die Phasenverschiebung durch das 
Einwirken der unterschiedlichen Kräfte: attraktive Kräfte bewegen die Phasenverschie-
bung zu größeren Werten, repulsive Kräfte zu kleineren Werten. Hier zeigt sich bereits 
eine einfache Möglichkeit unterschiedliche Kräfte bei einer Messung voneinander zu 
unterscheiden: an der Phasenverschiebung. 
 
Grundlagen  22 
 
Abbildung 5 Verlauf der Amplitude A und Phasenverschiebung  in Abhängigkeit der Frequenz. Die durchgezogenen 
Linien beschreiben den Verlauf der Amplitude und der Phase für den kraftfreien Fall, die gestrichelten Linien jeweils 
unter dem Einwirken attraktiver (kurze Striche) oder repulsiver (lange Striche) Kräfte. Die Resonanzfrequenz f0 ver-
schiebt sich zu kleineren Werten fattraktiv, wenn attraktive Kräfte auf die Spitze einwirken und zu größeren Werten 
frepulsiv, wenn repulsive Kräfte auf die Spitze einwirken. Wird der Biegebalken bei einer konstanten Frequenz (f0) zum 
Schwingen mit der Amplitude A0 angeregt, so vermindert sich seine Schwingungsamplitude, wenn attraktive oder 
repulsive Kräfte auf die Spitze einwirken auf Aattraktiv oder Arepulsiv. Für sehr kleine Frequenzen vermindert sich die 
Amplitude im Grenzfall auf die Anregungsamplitude AAnregung. Die Kurve für die Phasenverschiebung bewegt sich 
jeweils mit der Resonanzfrequenz, daraus resultiert eine Änderung der Phasenverschiebung bei Einwirkung von ex-
ternen Kräften. 
 
Die Amplitude einer Schwingung ist bei der Resonanzfrequenz des schwingenden Sys-
tems am größten und fällt nach beiden Seiten ab. Der Abfall ist umso größer, je dichter 
das umgebende Medium und damit die Reibung ist: während die Amplitude bei Mes-
sungen im Vakuum nahezu konstant bleibt, ist der Verlauf bei einer Messung in Wasser 
breiter als an Luft. Die Halbwertsbreite f dieser Funktion bestimmt den „Q-Faktor“ 








Bei der amplitudenmodulierten Regelung wird eine gedämpfte Amplitude als Sollwert 
für die Regelung verwendet, Asoll < A0. Die Amplitude wird üblicherweise durch einen 
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Lock-in-Verstärker gemessen. Je nach wirkenden Kräften kann sich in diesem Fall die 
Phasenverschiebung zu größeren, oder zu kleineren Werten ändern. Bei der frequenz-
modulierten Regelung wird eine Frequenzverschiebung in Bezug auf die Resonanzfre-
quenz als Sollwert für die Regelung verwendet, fsoll < f0. Diese Regelgröße ist insbeson-
dere dann von Vorteil, wenn der Q-Faktor sehr groß ist und damit die Änderung der 
Amplitude ebenfalls sehr groß ist. Die Messung der Frequenzverschiebung erfolgt oft 
mit einer Phasenregelschleife.  
Die Regelung auf die Amplitude kann, bei hinreichend kleiner Amplitude der Schwin-
gung des Biegebalkens, so erfolgen, dass die Messspitze nur attraktive Kräfte „erfährt“, 
sodass von einem attraktiven Modus gesprochen werden kann, oder aber, bei hinrei-
chend großer Amplitude, in solcher Weise, dass die Messspitze sowohl attraktive, als 
auch repulsiver Kräfte „erfährt“ und von Intermittierenden Kontaktmodus gesprochen 
werden kann (siehe auch 2.2). Bei der Regelung auf die Frequenzverschiebung befindet 
sich die Messspitze entweder im attraktiven, oder im repulsiven Kraftbereich. Im attrak-
tiven Kraftbereich spricht man hier auch vom „Nicht-Kontaktmodus“. Die Amplituden 
sind in diesem Fall kleiner, und ein Intermittierender Modus ist nicht möglich. 
 
2.5. Quasistatische Rasterkraftmikroskopie 
 
Neben der statischen und der dynamischen Rasterkraftmikroskopie ist auch eine Misch-
form möglich: Bei der quasistatischen Rasterkraftmikroskopie schwingt der Biegebalken 
ähnlich wie beim Intermittierenden Modus, aber mit einer Frequenz deutlich unterhalb 
der Resonanzfrequenz, fqs << f0. Ein klassischer Regelkreis ist nicht notwendig, die 
Bewegung der Spitze auf die Probenoberfläche wird umgekehrt, sobald der Sollwert 
der Verbiegung des Biegebalkens erreicht ist. 
Diese Methode funktioniert nicht zeilenweise, sondern es wird an jedem zu messenden 
Punkt der Probe die Spitze des Biegebalkens in Kontakt mit der Probenoberfläche ge-
bracht und der Kontakt wieder gelöst und so die Probenoberfläche abgerastert. Wäh-
rend des gesamten Vorgangs wird die Verbiegung des Biegebalkens gemessen. Die Ver-
biegung 𝛿 kann als Funktion der z-Rastereinheitposition Ζ aufgetragen werden. Aus 𝛿 
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𝐹 = 𝑘𝐵𝑎𝑙𝑘𝑒𝑛 ∙ 𝛿 (13) 
 
Dabei ist 𝐹 die Kraft mit der der Biegebalken die Spitze auf die Probenoberfläche drückt, 
𝑘𝐵𝑎𝑙𝑘𝑒𝑛 die Federkonstante des Biegebalkens und 𝛿 die Verbiegung des Biegebalkens in 
Metern. Das gemessene Signal F() entspricht also einer Kraft-Abstands Kurve. 
Da sich der Biegebalken während dieses Vorgangs verbiegt, ist die Position der Spitze 
nicht gleich der z-Piezoposition. Um die Spitzenposition ℎ zu erhalten, muss die Ver-
biegung des Biegebalkens berücksichtigt werden: 
ℎ = 𝑍 − 𝛿 (14) 
Im Folgenden soll der grundsätzliche Verlauf einer Kraft-Abstands Kurve erläutert und 
auf verschiedene Spezialfälle eingegangen werden. In Abbildung 6 ist die auf die Probe 
durch die mit dem Biegebalken über die Spitze aufgebrachte Kraft 𝐹 in Abhängigkeit 
von der Position der Spitze ℎ aufgetragen. 
 
 
Abbildung 6 Schematischer Verlauf einer Kraft-Abstands Kurve. Die durchgezogene grüne Linie stellt die Hinfahr-
kurve dar, die gestrichelte grüne Line die Rückfahrkurve. Die Variablen bedeuten: F0 – Wert für die Kraft in der Ru-
helage, Fmin – niedrigster Wert für die Kraft bei maximaler Adhäsion, |FAdh| - Adhäsionskraft, Kraft die nötig ist, um 
Spitze und Probenoberfläche zu separieren, hsoll – Position der Spitze bei Erreichen des Kraftsollwerts, hKP – Position 
der Spitze bei Erreichen des Kontaktpunkts (Definition des KP s.u. im Text), |hsep| – Distanz bis zur Separation von 
Spitze und Probenoberfläche, htrenn – Position der Spitze bei Trennung von der Probenoberfläche, |hEind| – maximale 
Eindringtiefe in die Probe. Die gestrichelten schwarzen Linien deuten die projizierten Positionen der entsprechenden 
Variablen auf den Achsen an. Die in Kreisen dargestellten Positionen 1 bis 10 deuten besondere Stellen im Verlauf 
der Kurve an und werden im Text genauer erläutert. 
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Eine Kraft-Abstands Kurve besteht aus einem Hinweg (durchgezogene Linie) und einem 
Rückweg (gestrichelte Linie). Verschiedene Bereiche können unterschieden werden, 
diese sind hier mit Zahlen 1 bis 9 gekennzeichnet. Zunächst nähert sich die Spitze frei 
von Wechselwirkungen der Probe an (1), die wirkende Kraft bleibt im Bereich dieser 
Grundlinie konstant. Abhängig von der Kalibrierung des Lichtzeigers, kann der experi-
mentelle Wert der Kraft hier konstant von F0=0 abweichen. In diesem Fall muss die 
Kurve korrigiert und auf 0 verschoben werden. An Punkt (2) erfährt die Spitze attrak-
tive Wechselwirkungen durch die Oberfläche der Probe, dieser Punkt stellt den Kon-
taktpunkt zwischen Spitze und Oberfläche dar. Um den Kontaktpunkt zu bestimmen, 
gibt es unterschiedliche Definitionen: beispielsweise kann der letzte Punkt mit F=0 als 
Kontaktpunkt angenommen werden. Das Vorzeichen der Richtung der Veränderung der 
Kraft kehrt sich nun um (3) und die Spitze erfährt abstoßende Kräfte (4). An Punkt (5) 
ist der eingestellte Sollwert der Kraft und damit das Ende der Kraft-Abstands-Kurve 
erreicht. Die Bewegungsrichtung der Spitze kehrt sich um und die Kraft verringert sich 
(6) bis auf einen kleineren Wert (7), im Vergleich zu (3). Nun wirken wieder attraktive 
Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe (8), bis schließlich die Grundlinie er-
reicht wird (9). Ein solcher Verlauf ist typisch für weiche, biologische Proben, die mit 
einem weichen Biegebalken in flüssiger Umgebung gemessen werden. Der eingeschlos-
sene Bereich zwischen der Kurve des Hinwegs und des Rückwegs (10) ist ein Maß für 
die Wirkung nicht-konservativer Kräfte, also auch für die im System dissipierte Energie. 
Der Betrag des Abstands der Kräfte in (1), der Kraft in der Ruhelage F0, und (7), der 
niedrigsten Kraft bei maximaler Adhäsion Fmin, ist ein Maß für die zwischen Spitze und 
Probenoberfläche wirkende Adhäsionskraft 𝐹𝐴𝑑ℎ, also die Kraft die aufgewendet werden 
muss, um Spitze und Probe voneinander zu separieren. 
 
𝐹𝐴𝑑ℎ = |𝐹0 − 𝐹𝑚𝑖𝑛| (15) 
 
Aus dem Kontaktpunkt ℎ𝐾𝑃 kann direkt die Topografie der Probenoberfläche abgeleitet 
werden. Bei Kenntnis des Kontaktpunkts kann die maximale Eindringtiefe hEind an der 
jeweiligen Stelle berechnet werden, sie ergibt sich aus dem Abstand des Kontaktpunkts 
hKP zum Punkt beim Erreichen des Kraftsollwerts: 
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ℎ𝐸𝑖𝑛𝑑 = |ℎ𝐾𝑃 − ℎ𝑠𝑜𝑙𝑙| (16) 
 
 
Die Länge, die zum vollständigen Separieren von Spitze und Probe notwendig ist, ergibt 
sich aus dem Abstand des Kontaktpunkts ℎ𝐾𝑃 und dem Punkt, an dem sich Spitze und 
Probe trennen ℎ𝑡𝑟𝑒𝑛𝑛.  
ℎ𝑠𝑒𝑝 = |ℎ𝐾𝑃 − ℎ𝑡𝑟𝑒𝑛𝑛| (17) 
 
Je nach Probentyp, Messumgebung, Biegebalken und Spitze treten verschiedene Spezi-
alfälle der oben beschriebenen Kraft-Abstands Kurve auf. Die folgende Abbildung 7 
zeigt einige typische Verläufe. 
 
 
Abbildung 7 Schematische Darstellung verschiedener Kraft-Abstands Kurven unter unterschiedlichen Bedingungen. 
Es ist jeweils die Kraft F über die Position der Spitze des Biegebalkens h aufgetragen. Unterschiedliches Verhalten der 
Probe und insbesondere in der Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze wird in a-f dargestellt: a) – harte Probe, 
b) – weiche Probe, c) – mit „snap into contact“, d) – mit Adhäsion, e) – durch mehrere Schichten und f) – mit Mole-
külentfaltung. 
 
Auf harten Oberflächen (das heißt, durch die Spitze nicht verformbar), die im Vakuum, 
einer trockenen Atmosphäre oder in Flüssigkeit gemessen werden, tritt normalerweise 
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wenig bis keine Adhäsion und keine Dissipation auf, Hinweg und Rückweg liegen auf-
einander a). Die Steigung des linearen Bereichs der Kurve, nach dem Kontakt (h<hKP), 
ist ein Maß für die Federkonstante des Biegebalkens. Ist die zu messende Probe weich 
im Vergleich zur Federkonstante des Biegebalkens und somit durch die Spitze verform-
bar, so ist der lineare Bereich der Kraft-Abstands Kurve ein Maß für die mechanischen 
Eigenschaften der Probe b). Auf Oberflächen, die bei normalen Laborbedingungen vor-
liegen, kann eine Schicht Wasser aus der Luftfeuchtigkeit kondensieren. Beim Annähern 
der Spitze an die Oberfläche kann es zu einem plötzlichen Kontakt kommen c), wenn 
das kondensierte Wasser eine attraktive Wechselwirkung mit der Spitze eingeht (engl. 
„snap into contact“). Das ist auch möglich, wenn Spitze und Probenoberfläche eine che-
mische Bindung eingehen, was zum Beispiel dann der Fall ist, wenn die Spitze funktio-
nalisiert wurde, um für bestimmte Moleküle sensitiv zu sein. In d) wirkt zwischen Spitze 
und Probe eine Adhäsionskraft 𝐹𝐴𝑑ℎ.  Das kann wiederum durch einen Wassermeniskus 
oder eine chemische Wechselwirkung erfolgen. Elektrostatische Wechselwirkungen 
können ebenfalls eine Adhäsionskraft hervorrufen. Durchdringt die Spitze auf dem Hin-
weg mehrere horizontale Schichten der Probenoberfläche, so sind diese im Bereich der 
Abstoßenden Kräfte als unterschiedliche Steigungen sichtbar e). Der Verlauf der Kurve 
ist dann nicht mehr glatt und linear, was für die spätere Auswertung in Bezug auf die 
Darstellung von Strukturen unterhalb der Probenoberfläche von grundlegender Bedeu-
tung ist. Sind Spitze und Probe durch ein langkettiges, gefaltetes Molekül verbunden 
worden, so kann das Entfalten des Moleküls in der Rückfahrkurve beobachtet werden 
f) [44]. Dabei können unter anderem die Länge des Moleküls und Bindungskräfte ge-
messen werden. 
Werden Kraft-Abstands Kurven gerastert, an vielen Punkten in einem Probenausschnitt 
aufgenommen, so können die daraus erhaltenen physikalischen Größen ortsaufgelöst 
dargestellt werden. Insbesondere ist eine mechanische Charakterisierung der Probe 
möglich. Dieses Verfahren wird in Kapitel 8 genauer ausgeführt und am experimentel-
len Beispiel diskutiert. 
Die unter dem Namen „PeakForce-Tapping“ bekannte Abbildungsmethode funktioniert 
ähnlich, jedoch werden die Kraft-Abstands Kurven hier nicht dauerhaft gespeichert. Die 
Topografie der Probenoberfläche wird hier aus der Position beim Erreichen des Kraft-
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sollwerts erhalten, der E-Modul, die Adhäsion und Deformation (der Probe) durch An-
passen einer Funktion (siehe auch 2.6) in Echtzeit bestimmt, Bilder generiert und die 
Messdaten danach direkt verworfen. 
 
2.6. Mechanische Charakterisierung – Kontaktmechanik 
 
Um mit einem Rasterkraftmikroskop die mechanischen Eigenschaften einer Probe quan-
tifizieren zu können, muss ein mechanischer Kontakt zwischen Messspitze und Probe 
hergestellt werden. Ist die Geometrie der Kontaktfläche bekannt, kann ein Kontaktmo-
dell angewendet werden, mit dem aus den gemessenen Werten für die Kraft der Elasti-
zitätsmodul in diesem Messpunkt berechnet werden kann. Die Wahl des Kontaktmo-
dells hängt sowohl von der Geometrie der Messspitze ab, wie auch von den elastischen 
Eigenschaften der Probe und den wirkenden Kräften zwischen Spitze und Probe. 
Werden keine Adhäsionskräfte betrachtet und elastische Körper angenommen, kann das 
Modell von Heinrich Hertz verwendet werden, welches 1882 veröffentlicht wurde [45] 
und für das es Erweiterungen für verschiedene Geometrien gibt, die von Ian Sneddon 
1964 abgeleitet wurden [46]. Es wird angenommen, dass sich die Kräfte zwischen Mess-
spitze und Probe gleichmäßig über die Kontaktfläche verteilen. 
In rasterkraftmikroskopischer Anwendung ist insbesondere die quadratische und die 
rechteckige Pyramide, sowie der Kegel als Modell für die Geometrie der Messspitze von 
besonderer Bedeutung, da kommerzielle Messspitzen meistens diese äußere Form ha-
ben. Für eine vierseitige Pyramide gilt in diesem Fall folgender Zusammenhang zwi-








∙ ℎ2 (18) 
 
Der Öffnungswinkel der Messspitze ist hier , die Poissonzahl (Querkontraktionszahl 
des Probenmaterials) . Es gilt hier die Annahme, dass EMessspitze >> EProbe ist und somit 
die Messspitze bei Indentation nicht verformt wird. 
Allerdings kann eine Probe nicht nur durch Druck (wie im Hertz Modell angenommen), 
also repulsive Kräfte verformt werden, sondern auch durch attraktive Wechselwirkun-
 
Grundlagen  29 
gen. Diese vergrößern die Kontaktfläche. Das erste Kontaktmodell, in dem diese Wech-
selwirkungen berücksichtigt werden ist das „JKR-Modell“, das von Johnson, Kendall 
















Hier ist a der Radius des Kontaktbereiches (der insbesondere abhängig von h ist), R der 
Endradius der Messspitze und  die Adhäsionsenergie. Hier wird bedacht, dass sich 
durch attraktive Wechselwirkungen ein „Hals“ zwischen Probenoberfläche und Mess-
spitze bilden kann. Das ist sowohl bei Annäherung an die Probenoberfläche möglich, 
wie auch beim Verlassen des Kontaktbereiches. Eine direkte Lösung dieser Gleichung 
nach E(h) ist wegen der Abhängigkeit von a von h nicht möglich. Oft wird die „JKR-
zwei-Punktmethode“ [48] zur Lösung verwendet. 
Neben den kurzreichweitigen Kräften, die in der Kontaktfläche auftreten, können auch 
noch Wechselwirkungen um den Kontaktbereich herum beitragen, die eine etwas grö-
ßere Reichweite besitzen. Das wird im „DMT-Modell“ bedacht, indem ein Ring um den 
Kontaktbereich eingeführt wird. Dieses Modell wurde von Derjaguin, Muller und To-
porov 1975 vorgestellt [49, 50] 
Es konnte durch Tabor 1977 gezeigt werden, dass das JKR- und das DMT-Modell Grenz-
fälle einer gemeinsamen Theorie sind und durch den heute als „Tabor-Parameter“ be-
kannten Term verknüpft werden können [51]. Daraus konnte das „Maugis-Dugdale-
Modell“ entwickelt werden [52]. 
Es ist möglich, dass die Messspitze einen dauerhaften Eindruck in der Probe hinterlässt, 
beispielsweise durch plastische Verformung. Die Geometrie dieses Eindrucks ist abhän-
gig von der Geometrie der Messspitze. Das Kontaktmodell von Oliver und Pharr [53] 
berücksichtigt eine solche dauerhafte Verformung und wird insbesondere bei der Na-
noindentierung eingesetzt [54]. Aus der gemessenen Kurve der Entlastung werden in 
diesem Fall mechanische Größen der Probe abgeleitet. Der Durchmesser der Messsonde 
ist hier um den Faktor 10 bis 100 größer, als bei rasterkraftmikroskopischen Spitzen 
[55]. 
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In der folgenden Tabelle werden die Kontaktmodelle zusammengefasst, die in dieser 
Arbeit die größte Bedeutung haben. Wichtige Unterschiede sind dargestellt, insbeson-
dere das Verhalten in Bezug auf den Verlauf einer Kraft-Abstands Kurve und die An-
wendbarkeit auf verschiedene Materialien ist in dieser Arbeit von Bedeutung. 
 
Tabelle 2 Kontaktmodelle, deren Verlauf einer Kraft-Abstands Kurve, Wechselwirkungen im Kontaktbereich und An-
forderungen an die Gegebenheiten der Messung 






   
















Die verschiedenen Kontaktmodelle haben je nach Beschaffenheit der Probe und der 
Messsonde unterschiedliche  Einsatzbereiche [56]. In dieser Arbeit findet meistens das 
Hertz-Modell in der Erweiterung für eine quadratische, pyramidale Spitze (Sneddon) 
Anwendung, das sich besonders für weiche Probe mit geringer Adhäsion eignet.
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3. Darstellung von Strukturen unterhalb der Oberfläche 
 
Die Rasterkraftmikroskopie ist grundsätzlich eine Methode, mit der die Oberfläche von 
Proben abgebildet werden kann. Jedoch ist es unter bestimmten Bedingungen möglich 
auch Strukturen unterhalb der Oberfläche darzustellen. Dazu sind zum einen spezielle 
Betriebsmodi notwendig, die aus Erweiterungen der in Kapitel 2 vorgestellten Modi 
bestehen. Zum anderen müssen an die zu untersuchenden Proben einige Anforderun-
gen gestellt werden. Zwei Möglichkeiten, Strukturen unterhalb der Oberfläche sichtbar 
machen zu können, werden im Folgenden vorgestellt und im Vergleich zueinander dis-
kutiert. 
 
3.1. Oberflächennahe Volumenabbildung mit multimodaler Anregung 
 
Die Spitze des Biegebalkens in der Rasterkraftmikroskopie erfährt im Allgemeinen 
Kräfte, die von der Oberfläche einer zu messenden Probe ausgehen. Das hat zur Folge, 
dass die in erster Näherung dargestellten Strukturen ein Produkt der Probenoberfläche 
sind. Allerdings können die Reichweiten verschiedener, von der Oberfläche ausgehen-
der Kräfte sehr unterschiedlich sein (siehe 2.2). Im Folgenden wird gezeigt, wie man 
mittels Rasterkraftmikroskopie Kräfte unterschiedlicher Reichweite voneinander unter-
scheiden kann. Sind verschiedene Bedingungen erfüllt, lässt sich diese Technik nutzen, 
um Strukturen sichtbar zu machen, die sich unterhalb einer Oberfläche befinden. 
Bei multimodaler Rasterkraftmikroskopie wird der Biegebalken zu einer Schwingung 
mit mehr als nur einer Frequenz angeregt [57]. Grundsätzlich gibt es mehrere Grund-
schwingungsfrequenzen für einen solchen Biegebalken, je nach dem, in welcher Rich-
tung die Schwingung stattfinden soll [58]. Man kann zwischen der „normalen“ vertika-
len Schwingung auch eine Biegeschwingung (in der Horizontalen) und einer Torsion 
unterscheiden. Jede Bewegungsrichtung hat mehrere Eigenfrequenzen, die bei externer 
Anregung zur Resonanz gebracht werden können. Diese Eigenfrequenzen sind meist 
keine ganzzahligen Vielfache der Grundschwingungsfrequenz, also höhere harmoni-
sche Eigenschwingungen. Man kann das Frequenzspektrum eines Biegebalkens durch 
das thermische Rauschen ermitteln. Dabei regen Moleküle aus der Umgebung den Bie-
gebalken durch Stöße zu Schwingungen an. Die Schwingungsamplitude des Biegebal-
kens ist in diesem Fall sehr klein, wenige Ångström. Durch Fouriertransformation des 
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„Rausch-Signals“ entsteht das Leistungsdichtespektrum und die auftretenden Eigen-
schwingungen können abgelesen werden. In Abbildung 8 sind die in einem rechtecki-
gen Biegebalken gemessenen, auftretenden vertikalen Schwingungsfrequenzen aufge-
tragen. Bei Raumtemperatur und an Luft beträgt die Frequenz der Grundschwingung 




Abbildung 8 Leistungsdichtespektrum eines rechteckigen Biegebalkens. Auftretende vertikale („normale“) Schwin-
gungsfrequenzen eines rechteckigen Biegebalkens unter thermischem Rauschen. Messung bei Raumtemperatur und 
an Luft. Biegebalken Bruker MESP-HM-V2, Herstellerangaben: f01=75 kHz, k=3,0 N/m. 
 
 
Die zweite Eigenfrequenz liegt bei f02=500 kHz, die dritte bei f03=1402 kHz. Das ent-
spricht dem 6,3-fachen beziehungsweise dem 17,6-fachen der Grundschwingungsfre-
quenz. Die grünen, vertikalen Geraden bezeichnen die Lage der harmonischen Schwin-
gungen und sind, bezogen auf die Grundschwingungsfrequenz, ganzzahlige Vielfache. 
Die Lage der Eigenfrequenzen ist je nach Geometrie des Biegebalkens sehr unterschied-




Darstellung von Strukturen unterhalb der Oberfläche  33 
Tabelle 3 Höhere Eigenfrequenzen der vertikalen Schwingung für verschiedene Biegesysteme. 
 f02 f03 f04 
Schwingende Saite = 2 ∙ 𝑓01 = 3 ∙ 𝑓01 = 4 ∙ 𝑓01 
Rechteckiger Biege-
balken [59] 
= 6,3 ∙ 𝑓01 = 17,6 ∙ 𝑓01 = 34,4 ∙ 𝑓01 
Dreieckiger Biege-
balken mit zwei 
Stegen [60] 
= 3,9 ∙ 𝑓01 = 5,6 ∙ 𝑓01 = 12,2 ∙ 𝑓01 
 
 
Diese höheren Resonanzfrequenzen können in der multimodalen Rasterkraftmikrosko-
pie gezielt ausgenutzt werden. Die vergleichsweise kleinen Amplituden der höheren 
Eigenfrequenzen ermöglichen es, nichtlineare Abhängigkeiten der Kräfte in direkter 
Nähe zur Probenoberfläche auszuschließen [61]. Die Amplituden der höheren Eigen-
frequenzen werden meist so klein gehalten, dass auf dieser Skala die nichtlineare Kraft 
annäherungsweise linear erscheint. Die höheren Frequenzen können ebenso benutzt 
werden um langreichweitige Kräfte zu messen, während gleichzeitig die kleinere 
Grundfrequenz genutzt wird, um die Topografie der Probe zu detektieren, also sensitiv 
für kurzreichweitige, abstoßende Kräfte zu sein. Diese beiden Schwingungen werden 
als überlagertes Anregungssignal auf den Biegebalken gegeben, wobei eine für „bimo-
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Abbildung 9 Bimodale Rasterkraftmikroskopie: die Überlagerung der ersten und der zweiten Eigenfrequenz des Bie-
gebalkens bei der Anregung führt zu einem typischen, resultierenden Signal. Die unterschiedlichen „Aufenthaltsdau-
ern“ der beiden Schwingungen in der Nähe der Probenoberfläche führen zu unterschiedlichen Sensitivitäten in Bezug 
auf lang- und kurzreichweitige Kräfte: die erste Eigenschwingung ist insbesondere für kurzreichweitige Kräfte sensi-
tiv, die zweite Eigenschwingung insbesondere für langreichweitige Kräfte, wie magnetische Wechselwirkungen. 
 
Von Bedeutung sind auch die Amplituden der beiden Schwingungen, die vom Benutzer 
eingestellt werden können: die kleinere Frequenz hat eine um ein Vielfaches größere 
Amplitude, als die schnellere, überlagerte Schwingung. Während einer Schwingungs-
periode der Grundschwingung vollführt die überlagerte Schwingung eine große Anzahl 
von Perioden. Aufgrund ihrer kleineren Amplitude ist sie dabei die meiste Zeit im Be-
reich langreichweitiger Kräfte, die kurzreichweitigen Kräfte tragen so gut wie nicht zu 
einer Störung der Schwingung bei [62]. Gleichzeitig ist diese Schwingung frei von Ein-
schränkungen durch den Regelkreis. Das sind die wesentlichen Gründe, die es ermögli-
chen bei einer Messung gleichzeitig unterschiedliche Kräfte voneinander unterscheiden 
zu können und somit mehr Informationen zu erhalten, als das reine, monomodale Pha-
sensignal erlaubt (vgl. Kapitel 2.4). In Kapitel 4 werden Beispiele gezeigt, die dieses 
Verhalten ausnutzen. 
Die multimodale Anregung ermöglicht es insbesondere auch, Strukturen unterhalb ei-
ner Probenoberfläche sichtbar zu machen. Dazu ist eine Voraussetzung notwendig: die 
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unter der Oberfläche liegenden Strukturen müssen langreichweitige Kräfte ausprägen 
können, deren messbare Wechselwirkungslänge größer ist, als die Dicke der darüber 
liegenden Grenzfläche. Ein alltägliches Beispiel für ein solches System ist die Festplatte 
eines Computers. Die Dateninformationen werden hier als Richtung der Magnetisierung 
in einer magnetisierbaren Schicht gespeichert. Diese Schicht wird auf eine Träger-
schicht (häufig Glas) aufgebracht und von einer Schutzschicht (häufig ein Polymer) 
bedeckt [63]. Die „magnetische Information“ ist folglich nicht direkt auf der Oberfläche 
zugänglich, sondern liegt unter der Oberfläche verborgen und kann mit der oben be-
schriebenen Methode aufgeklärt werden (siehe auch Kapitel 4). Ähnlich verhält es sich 
mit dem körpereigenen Protein Ferritin. In einer Proteinhülle eingeschlossen befindet 
sich ein superparamagnetischer Kern, bestehend aus einem Gemisch aus insbesondere 
Ferrihydrit und Hematit [64]. Mit der hier vorgestellten Methode lassen sich im selben 
Experiment sowohl die Struktur der Proteinhülle, wie auch die des Kerns darstellen 
(siehe auch Kapitel 5). Das Potenzial dieser Methode wird an Beispielen in Kapitel 4 
und Kapitel 5 deutlich gemacht. 
 
3.2. Volumenabbildung durch Kartierung von Kraft-Abstands Kurven 
 
Die in Kapitel 2.5 vorgestellte Methode, Kraft-Abstands Kurven als Abbildungsmodus 
zu verwenden, ermöglicht es auch unter der Probenoberfläche befindliche Strukturen 
sichtbar zu machen. In Kombination mit einer geeigneten Kontaktmechanik (sieh auch 
Kapitel 2.6) ist das relativ direkt möglich: sind unter einer mechanisch weichen Ober-
flächenschicht mechanisch harte Strukturen verborgen, so lassen sich aus einer Mes-
sung des Kontaktpunkts die Oberflächentopografie ableiten und über die Kontaktme-
chanik werden die unter der Oberfläche liegenden, mechanisch harten Strukturen sicht-
bar gemacht. Für die Interpretation solcher Daten ist es jedoch notwendig, bereits einige 
Vorkenntnisse des Aufbaus der Probe zu haben. Eine Bestimmung der Tiefenlage der 
Strukturen ist so nicht möglich. 
Eine dreidimensionale, mechanische Charakterisierung der Probe ist jedoch möglich, 
wenn die Auswertung der Kraft-Abstands Kurven nicht, wie bei der Kontaktmechanik 
üblich, im Gesamten, beginnend mit dem Kontaktpunkt bis zum Erreichen des Kraft-
sollwerts erfolgt, sondern abschnittsweise, beginnend mit dem Kontaktpunkt. So ent-
steht eine punktweise, dreidimensionale Kartierung der Probe. 
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 Abbildung 10 Die lokale Auswertung von Kraft-Abstands Kurven durch stückweise lineare Interpolation ermöglicht 
es eine Probe auch unterhalb der Oberfläche mechanisch zu charakterisieren. Das Schrittweise Vorgehen, um diese 
Daten zu erhalten, ist hier schematisch dargestellt. Zusätzlich zu den in erläuterten Größen können mit dieser 
Methode auch lokale Größen ausgwertet werden, wie dElok/dh die lokale Änderung des Elastizitätsmoduls und Elok 
der abolute, lokale Wert des Elastizitätsmoduls. 
 
Dazu werden die Daten in mehreren Schritten vorbereitet und ausgewertet. Die ver-
schiedenen Arbeitsschritte sind in Abbildung 10 symbolisiert. Zunächst werden die ge-
messenen Rohdaten (1) entrauscht und geglättet. Dazu kommt ein Savitzky-Golay Fil-
ter [65] zur Anwendung (2). Die Grundlinie des kräftefreien Bereichs wird über einen 
für die jeweilige Messung fest gewählten Höhenabschnitt definiert, als lineare Funktion 
angepasst und die Messdaten damit so korrigiert, dass die angepasste Funktion ohne 
Steigung, konstant auf Null verläuft (3). Dadurch verschiebt und dreht sich die gemes-
sene Kurve. Um den Kontaktpunkt zwischen Messspitze und Probenoberfläche zu fin-
den gibt es verschiedene Methoden:  
 ein Punkt der außerhalb eines Konfidenzintervalls liegt (wie beispielsweise der 
Standardabweichung der Basislinie),  
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 ein Punkt mit einem gewissen Mindestabstand gegenüber dem davorliegenden 
Punkt,  
 der letzte Punkt der kleiner oder gleich Null ist (4), also der Beginn des repulsi-
ven Bereichs (wie hier in dieser Arbeit verwendet).  
Schon aus dem damit vorliegenden Bearbeitungszustand der Messdaten kann eine 
Reihe von Größen erhalten werden, wie zum Beispiel die lokale Kraft auf die Spitze Flok, 
die Änderung dieser Kraft dFlok/dh (die effektive Kontaktsteifigkeit), die Position des 
Kontaktpunkts hkp, und damit ein Maß für die Topografie der Probenoberfläche, die 
maximale Eindringtiefe in die Probe hEind, ein einfaches Maß für mechanische Eigen-
schaften. Mit Hilfe eines Kontaktmodells kann in diesem Zustand auch der Elastizitäts-
modul unterhalb des Kontaktpunkts der Kraft-Abstands Kurve berechnet werden. 
Im letzten Bearbeitungsschritt (5) werden die Daten linearisiert aufgetragen. Je nach 
verwendeter Kombination aus Kontaktmodell und Spitzengeometrie werden die Daten 
über einen spezifischen Exponenten der Spitzenposition aufgetragen (siehe auch Kapi-
tel 2.5). Im Fall einer vierseitigen, quadratischen Pyramide als Spitze und Verwendung 
Herzscher Kontaktmechanik (Gleichung (18)), muss über -h2 aufgetragen werden, um 
die Daten zu linearisieren. Eine stückweise lineare Interpolation dieser Auftragung 
ergibt für die Steigung jedes Stücks einen Wert für den effektiven Elastizitätsmodul. 
Dieser ist lokal und damit abhängig von der Tiefenlage: Elok(h). Natürlich kann auch 
die Änderung des Moduls mit der Tiefe ausgewertet werden: dElok/dh. 
Damit dieses Auswerteverfahren überhaupt angewendet werden kann, muss die zu 
messende Probe so beschaffen sein, dass die Messspitze die tieferliegenden Strukturen 
erfassen kann. Das kann auf zwei Wegen erfolgen, die in Abbildung 11  als Grenzfälle 
dargestellt sind. 
Eine Möglichkeit ist, dass die Messspitze sich durch die Probe hindurchbewegt (Abbil-
dung 11 a). Die Strukturen, die im Weg der Spitze liegen werden, zum Beispiel durch 
den Druck, den die Spitze ausübt, durchlässig. In diesem Fall ist es möglich, dass die 
Werte des Elastizitätsmoduls nicht monoton steigen: eine Wegabhängigkeit ist auf-
grund der Durchlässigkeit der Strukturen aufgehoben. Ebenso ist es möglich, dass die 
Messspitze die Probe verformt (Abbildung 11 b). Dabei werden insbesondere Änderun-
gen des Elastizitätsmoduls dElok/dh registriert, die absoluten Werte sind abhängig von 
den jeweils vorherigen Werten, was auch bedeutet, dass der Elastizitätsmodul Elok(h) 
mit zunehmender Tiefe monoton zunimmt. 
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Abbildung 11 Eine Messspitze durchdringt (a) oder drückt (b) auf eine Probe, die aus zwei wechselnden Schichten 
mit unterschiedlichem Elastizitätsmodul besteht. Der jeweilige Verlauf des Elastizizätsmoduls E ist neben der 
Teilabbildung dargestellt. Die beiden Varianten stellen Grenzfälle der Möglichkeiten dar, mit denen eine Messspitze 
und ein Material wechselwirken können. 
 
Die so erhaltenen Messdaten können in einer dreidimensionalen Abbildung dargestellt 
werden. So ist es möglich, mehrere Messgrößen gleichzeitig sichtbar zu machen, bei-
spielsweise: im Volumen der Abbildung den lokalen Elastizitätsmodul Elok(h), als Topo-
grafie die Höhen-Position des Kontaktpunktes und als Farbcodierung auf der Oberfläche 
die maximale Eindringtiefe in dem jeweiligen Punkt (siehe Kapitel 8). 
 
3.3. Vergleich der Methoden für Volumenabbildung 
 
Beide hier vorgestellten Methoden, die Multimodale Rasterkraftmikroskopie und die 
lokale Auswertung von Kraft-Abstand Kurven, ermöglichen es, Strukturen sichtbar zu 
machen, die unter einer Oberfläche verborgen liegen. 
Die Voraussetzungen, die notwendig für die Anwendung der einen oder der anderen 
Methode sind, sind jedoch unterschiedlich: für die Multimodale Rasterkraftmikroskopie 
müssen die zu detektierenden Strukturen mit langreichweitigen Kräften verknüpft wer-
den. Zum Beispiel könnte eine solche Struktur mit einem magnetischen Feld verknüpft 
sein, um sichtbar gemacht werden zu können. Die Methode über das Auswerten von 
Kraft-Abstands Kurven benötigt Proben, die entweder so weich sind, dass sie durch die 
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Messspitze deformiert werden können, oder die Strukturen besitzen, die so beweglich 
sind, dass die Messspitze sie durchdringen kann. 
Deutliche Unterschiede zeigen die beiden Methoden in Bezug auf die Messgeschwin-
digkeit. Die Aufnahme von Kraft-Abstands Kurven dauert um ein Vielfaches länger, als 
die „klassische“ Rasterkraftmikroskopie. An jedem Punkt der Aufnahme muss im Fall 
von Kraft-Abstands Kurven eine Bewegung in z-Richtung erfolgen, die groß genug ist, 
den Kontaktbereich der Probe zu erreichen, wieder vollständig zu verlassen und den 
nächsten Messpunkt zu erreichen ohne in Kontakt zu treten, auch wenn die Topografie 
der Probe eine große Rauheit aufweist. Typische experimentelle Parameter sind Tabelle 
4 zu entnehmen: 
 








Probe Block-Copolymer Lebende menschliche Zelle 
Gemessene Fläche / Vo-
lumen 
1 µm  1 µm 30 µm  30 µm  2 µm 
Datenpunkte 256  256 512  512  640 
Messgeschwindigkeit vx = 2 µm/s 
vx = 2 µm/s,  
vz = 100 µm/s 
Dauer pro Zeile 1 s 20,5 s 
Auflösung Ax,y = 4 nm/Pixel 
Ax,y = 59 nm/Pixel  
Az = 3 nm/Pixel 
Dauer der Messung ≈ 4 min ≈ 180 min 
Datenmenge ≈ 1 MB ≈ 640 MB1 
 
Während eine typische Messung mit multimodaler Rasterkraftmikroskopie wenige Mi-
nuten dauert, müssen für Kraft-Abstandskurven basierte Messungen mehrere Stunden 
                                            
1 Die tatsächliche Größe der Messdatei ist häufig wesentlich (Faktor 5 bis 10) größer, da häufig zu jeder einzelnen Kurve Metadaten 
abgespeichert werden und mehrere Datenkanäle gleichzeitig aufgezeichnet werden. 
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veranschlagt werden. Auch die zu verarbeitenden Mengen an Rohdaten unterscheiden 
sich um eine Größenordnung. 
Ein wichtiger Unterschied zwischen den beiden Methoden ist, dass während der Auf-
nahme einer Kraft-Abstands Kurve keine laterale Bewegung der Messspitze stattfindet. 
Kräfte die durch die Messspitze in der Probenebene eingebracht werden, sind dement-
sprechend wesentlich geringer, als bei der konventionellen Rasterkraftmikroskopie. Ar-
tefakte, die dadurch entstehen können, wie beispielsweise das Verschieben einer wei-
chen Topografie, entstehen bei Kraft-Abstandskurven basierter Rasterkraftmikroskopie 
nicht. 
Möglich ist es auch Aspekte der multimodalen Rasterkraftmikroskopie in die Methode 
mit Kraft-Abstands Kurven einzubringen: während die Kraft-Abstands Kurven aufge-
nommen werden, kann der Biegebalken zu einer mono- oder multimodalen Schwin-
gung angeregt werden. So ist es in diesem Fall möglich die Messgrößen der multimo-
dalen Anregung (Frequenz, Amplitude, Phase) zusätzlich zu den Kraft-Abstands Kurven 
aufzuzeichnen und eine Kombination beider Methoden herzustellen. 
 
3.4. Weitere Methoden der Volumenabbildung 
 
Eine ganze Reihe weiterer Methoden erlaubt es Materialien dreidimensional und ver-
größert abzubilden. Bei vielen dieser Methoden wird die zu messende Probe im Verlauf 
der Bildgebung verändert oder gar zerstört. Durch einen Teilchenstrahl kann eine Probe 
Schicht für Schicht abgetragen werden und so ihre dreidimensionale Struktur Schritt 
für Schritt rekonstruiert werden. Solche Verfahren werden zum Beispiel bei der Ionen-
strahlmikroskopie (FIB, Focused Ion Beam) oder der Sekundärionen-Massenspektromet-
rie (SIMS) genutzt. Verfahren, die die Probe nicht abtragen und nicht dauerhaft verän-
dern, sind möglich, wenn keine Teilchenstrahlung verwendet wird. Je nach zu untersu-
chender Probe kann Elektronenstrahltomografie genutzt werden, um eine dreidimensi-
onale Darstellung der Tiefe der Probe zu erhalten. Dabei müssen komplexe Algorithmen 
angewandt werden, um die Struktur darzustellen [66, 67]. Ähnliches ist auch bei Ver-
wendung von Röntgenstrahlen möglich [68, 69]. Einen guten Überblick über verschie-
dene Möglichkeiten gibt Referenz [70].  
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3.5. Zusammenfassung  
 
Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich die multimodale Rasterkraftmikro-
skopie insbesondere für Messungen eignet, bei denen eine kurze Messdauer entschei-
dend ist. Ebenso ist dieses Verfahren sehr gut geeignet, wenn die zu messende Probe 
nicht mit der Messspitze durchdrungen oder reversibel verformt werden kann. Das ist 
meistens bei Proben der Fall, die härter sind, als der Biegebalken. Jedoch sind hier für 
die unter der Oberfläche liegenden Strukturen langreichweitige Wechselwirkungen not-
wendig, um diese Strukturen detektieren zu können. Es ist mit dieser Methode schwer 
möglich, eine dreidimensionale Abbildung zu erstellen, also die Tiefenlage der Struktu-
ren unter der Oberfläche zu bestimmen. 
Die Methode über Kraft-Abstands Kurven eignet sich insbesondere für Proben die sehr 
weich sind – so weich, dass eine Regelung mit dynamischen rasterkraftmikroskopischen 
Methoden schwer möglich ist. Auch können große Probenbereiche auf einmal unter-
sucht werden – zu Lasten der Auflösung und bei gleichzeitiger Erzeugung großen Da-
tenmengen. Hier ist es möglich dreidimensionale Abbildungen zu erstellen und mecha-
nische Eigenschaften auch tiefenaufgelöst unterhalb der Oberfläche zu quantifizieren. 
Im Gegensatz zu vielen anderen Methoden, arbeitet die Rasterkraftmikroskopie übli-
cherweise zerstörungsfrei. 
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4. Anwendung dynamischer und multimodaler Rasterkraftmikroskopie 
 
In diesem Kapitel sollen Beispiele für dynamische und dynamische multimodale Raster-
kraftmikroskopie gezeigt werden. Die Vorteile dieser Methode sollen deutlich werden: 
hohe Auflösung und hohe Messgeschwindigkeit und gleichzeitig mehr Informationen 
über die Probe, als nur die Topografie. 
Zunächst wird der experimentelle Aufbau beschrieben, der für die hier verwendete mul-
timodale Rasterkraftmikroskopie notwendig ist (Abschnitt 4.1). In den beiden Abschnit-
ten 4.2 und 4.3 wird der Biegebalken der Messspitze noch monomodal angeregt: hier 
sollen die konventionellen Fähigkeiten der Rasterkraftmikroskopie beispielhaft gezeigt 
werden. In 4.4 wird gezeigt, wie mittels multimodaler Rasterkraftmikroskopie ein Ma-
terialkontrast und eine mechanische Quantifizierung gleichzeitig möglich ist, in 4.5 
wird diese Anregung zur getrennten Detektion magnetischer Wechselwirkungen von 
der Topografie verwendet. 
 
4.1. Experimenteller Aufbau für frequenzmodulierte bimodale Rasterkraftmikrosko-
pie 
 
Die meisten kommerziell erhältlichen Rasterkraftmikroskope unterstützen nativ keine 
multimodale Anregung des Biegebalkens bei gleichzeitiger frequenzmodulierter Rege-
lung von zwei Eigenmoden. Das liegt insbesondere an einem Wechsel des Vorzeichens 
(siehe Abbildung 12) der Steigung der Frequenzverschiebung bei Annäherung an die 
Oberfläche: dieser erschwert eine zuverlässige Regelung und macht ein frequenzmodu-
liertes Annähern der Spitze an die Probenoberfläche zu sehr kleinen Abständen unmög-
lich, da die Regelung durch den Vorzeichenwechsel versagt und die Spitze schneller 
werdend auf die Oberfläche aufsetzt. Abhilfe schafft hier eine externe Anregung des 
Biegebalkens bei gleichzeitigem Auslesen der Frequenzverschiebung und Amplitude der 
Schwingung durch eine Phasenregelschleife und einen Lock-In-Verstärker. Das Annä-
hern der Spitze an die Probenoberfläche kann in diesem Fall mit amplitudenmodulierter 
Regelung erfolgen und es muss möglich sein, verzögerungsfrei auf eine frequenzmodu-
lierte Regelung umzuschalten. Dieses Vorgehen wird in 4.5 verwendet. 
Dazu wird hier ein Cypher S Rasterkraftmikroskop (Oxford Instruments, Asylum Rese-
arch, Santa Barbara, USA) in Verbindung mit einer HF2PLL (Zürich Instruments AG, 
Zürich, Schweiz) Phasenregelschleife und einem Rigol DS1102E (Rigol Technologies 
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EU GmbH, Puchheim, Deutschland) Oszilloskop verwendet. Mittels photothermischer 
Anregung wird der Biegebalken in seinen ersten beiden Eigenmoden zum Schwingen 
gebracht. Durch zwei PID-Regler werden die Amplituden der Schwingungen konstant 
gehalten. Die beiden Phasenregelschleifen arbeiten parallel zueinander und verfolgen 
die jeweilige aktuelle Frequenz der jeweiligen Schwingung. 
 
 
Abbildung 12 Schema des Verlaufs von Frequenz f (orange) und Amplitude A (grün) bei Annäherung der Messspitze 
an die Probenoberfläche. Bemerkenswert ist der Wechsel des Vorzeichens der Steigung der Frequenz in der Nähe 
des Kontaktpunkts. In grauer Farbe und gestrichelt ist der Verlauf der Anregungsspannung U der Schwingung im 
Fall der Annäherung an die Oberfläche dargestellt. 
 
Zum Annähern der Spitze an die Probenoberfläche wird als Auslöser die Anregungs-
spannung der ersten Eigenschwingung, U, verwendet2. Die Frequenz der Schwingung 
wird verfolgt und dargestellt, um einen Wechsel in der Steigungsrichtung bemerken zu 
können. Die Spitze wird soweit an die Probenoberfläche herangefahren, bis das Vorzei-
chen der Steigung der Frequenz der ersten Eigenschwingung wechselt (Abbildung 12, 
Position des Kontaktpunktes). Ist dieser „ansteigende Ast“ der Frequenz erreicht, wird 
die Annäherung gestoppt und das Regelsignal auf die Frequenz der ersten Eigenmode 
umgestellt. Jetzt ist eine frequenzmodulierte Regelung auf die erste Eigenmode aktiv 
                                            
2 Details zu diesem Vorgehen sind im Anhang zu finden. 
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und es kann mittels bimodaler frequenzmodulierter Rasterkraftmikroskopie gemessen 
werden. 
 
4.2. Hohe Auflösung auf großer Fläche 
 
Eine Standardaufgabe der Rasterkraftmikroskopie ist das Abbilden der Topografie einer 
Oberfläche. Das folgende Beispiel soll zeigen, dass dies mit hoher, das heißt sub-nano-
meter großer Auflösung, auch auf großen Flächen, das bedeutet maximalen Messberei-
chen, möglich ist. Die folgenden Ergebnisse wurden in [33] veröffentlicht. 
Metallische Nanopartikel werden häufig zur Anwendung in Sensoren gebracht [15, 71-
73] und finden zunehmend Einsatz in der Biomedizin [74-77]. Das liegt insbesondere 
an ihren besonderen Eigenschaften: dem großen Verhältnis von Oberfläche zu Volu-
men, der diskreten Energieverteilung als Quantenpunkt oder besonderen magnetischen 
Eigenschaften, wie dem Vorhandensein einer einzelnen  ferromagnetischen Domäne 
oder Superparamagnetismus. Ob sich ein Nanopartikel aus einem ferromagnetischen 
Material auch ferromagnetisch verhält oder Superparamagnetismus zeigt, hängt insbe-
sondere von seiner Größe ab. Unterhalb einer gewissen Größe des Nanopartikels ist die 
thermische Energie bei Raumtemperatur groß genug, um Fluktuationen der Richtung 
der Magnetisierung zu erzeugen [78]. Damit sollte sich auch das Aggregationsverhalten 
der Nanopartikel verändern. Das lässt sich zeigen, indem man die zweidimensionale 
Anordnung von Nanopartikeln unterschiedlicher Größe untersucht. Die Frage ist, ob 
sich nm-große Partikel wie µm-große Teilchen verhalten. Das Verhalten von größeren 
Teilchen ist zum Beispiel bei Ferrofluiden bekannt. In Ferrofluiden tritt die Dipol-Dipol 




Um dieser Frage nachzugehen, wurden sphärische Eisenoxid-Nanopartikel mit Durch-
messern von 5 und 10 nm verwendet, die durch eine hydrophobe Ölsaure-Schale gegen 
Agglomerieren stabilisiert sind (Ocean Nanotech, San Diego, USA). Die Größe dieser 
Teilchen wurde mittels Röntgenkleinwinkelstreuung bestimmt. Der Teilchendurchmes-
ser für die nominell „10 nm Teilchen“ ergab sich als 12,8 (0,1) nm, während die klei-
neren Teilchen eine ellipsoide Form mit Durchmessern von 7,8 (0,1) nm und 
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4,8 (0,1) nm aufweisen. In einem Polymerfilm (Poly(ethylenglycol)-b-poly(n-butylac-
rylat)) wurden diese Nanopartikel als Langmuir-Blodgett Film [79, 80] auf Silizium 
Wafer übertragen und damit ein zweidimensionales System erzeugt. Das System be-
steht aus einer weichen Matrix und dazu vergleichsweise festen Teilchen und lässt sich 
durch diese Unterschiede gut mit Rasterkraftmikroskopie abbilden. Die Messung im 
Rasterkraftmikroskop (Cypher S, Oxford Instruments) erfolgte im dynamischen, 
amplitudenmodulierten Modus an Luft, unter Normalbedingungen. Als „Cantilever“ 
wurden Multi75Al-G (BudgetSensors, Sofia) mit einer typischen Federkonstante von 
3 N/m und einer Resonanzfrequenz von typisch 75 kHz verwendet. Die Daten der To-
pografie der Oberfläche wurden mit einem Polynom 4. Grades korrigiert, um ein Krie-
chen (circa 2 nm bei einer Rastergröße von 30 µm) der Rastereinheit des Mikroskops 
während der Messung auszugleichen.  
 
4.2.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
Abbildung 13 zeigt die Topografie der Oberfläche von zwei Proben: eine mit Nanopar-
tikeln mit einem nominellen Radius von 5 nm, die andere mit Nanopartikeln mit einem 
nominellen Radius von 10 nm. 
Die Oberfläche des Polymerfilms, in dem sich die Nanopartikel befinden, und die Ober-
fläche des Substrats sind nicht dargestellt um die Eigenschaften der Nanopartikel deut-
lich hervorzuheben. Die Rauheit des Films ist geringer als 3 nm.  
Obwohl die Methode der Herstellung der Proben in beiden Fällen die gleiche ist, ist die 
Anordnung der Nanopartikel auf der Oberfläche sehr unterschiedlich. Die kleineren 
Partikel liegen zufällig, gleichverteilt und meistens einzeln vor, oder bilden runde Ag-
glomerate (Abbildung 13 a). Die größeren Nanopartikel hingegen bilden Objekte aus 
Ketten mehrerer Nanopartikel, deren Länge unterschiedlich ist (Abbildung 13 b). Das 
Aggregationsverhalten der beiden Nanopartikel ist folglich unterschiedlich. 
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Abbildung 13 Eisenoxid-Nanopartikel in einem Polymerfilm auf einem Silizium-Substrat. Die Nanopartikel in a) haben 
einen nominellen Radius von 5 nm, die Nanopartikel in b) einen nominellen Radius von 10 nm. Die Länge des Skalen-
balkens beträgt 5 µm. Die Herstellungsmethode für beide Proben ist gleich, jedoch ist die Verteilung der Nanopartikel 
auf der Probe deutlich unterschiedlich. In c) ist die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Partikelhöhen für beide Pro-
ben separat dargestellt. Auffallend ist, dass die kleineren Nanopartikel zwei unterschiedliche Maxima aufweisen, was 
auf die Ausbildung einer zweiten Schicht hinweist. In d) und e) sind die Nanopartikel aus a) und b) in einer höher-
aufgelösten Messung dargestellt, sodass die einzelnen Nanopartikel einzeln erkennbar sind. Die Länge des Skalen-
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Eine genauere Unterscheidung des Aggregationsverhaltens ist durch eine detaillierte 
Analyse der Struktur der Aggregate möglich. Dazu wird wenn die Fläche der entstan-
denen Objekte in Abhängigkeit von deren Gyrationsradius betrachtet wird. Dazu wird 
zunächst jedes Objekt einzeln identifiziert, als eine Domäne mit einer Höhe von min-
destens 4 nm. Für jedes dieser Objekte wird, als Maß ihrer Ausdehnung, der Gyrations-
radius bestimmt. Als Längen- und als Flächeneinheit wird „Pixel“ verwendet. Ebenso 
wurde für jedes Objekt dessen Fläche bestimmt und in Anzahl Pixel angegeben. Zwi-
schen der Fläche in Anzahl Pixel (N) und dem Gyrationsradius (rg) besteht ein expo-
nentieller Zusammenhang, Nrgd. D ist für fraktale Objekte die fraktale Dimension. 
In Abbildung 14 ist für beide Partikelgrößen diese Abhängigkeit in doppellogarithmi-
scher Darstellung ausgewertet. Die numerische Auswertung umfasst 4655 Objekte (Ab-
bildung 14 a) beziehungsweise 266 Objekte (Abbildung 14 b) 
 
 
Abbildung 14 Doppellogarithmische Darstellung der Oberfläche eines Objekts (Größe in Pixel) in Bezug zum 
Gyrationsradius des Objekts (Länge in Pixel). Die Abbildung a) bezieht sich auf die Nanopartikel mit einem nominellen 
Radius von 5 nm, Abbildung b) auf die Nanopartikel mit einem nominellen Radius von 10 nm. 
 
In der logarithmischen Darstellung von Abbildung 14 lässt sich ein klar unterschiedli-
ches Verhalten für die beiden unterschiedlichen Größen der Nanopartikel erkennen. 
Während in Abbildung 14 a) die kleineren Nanopartikel mit einem Exponenten be-
schrieben werden können, ergeben sich für die größeren Nanopartikel in Abbildung 14 
b) zwei unterschiedliche Exponenten: ab einem Gyrationsradius von 10 Pixeln flacht 
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Diese Dimension beschreibt (im zweidimensionalen Fall) die Eigenschaft eines Objekts 
eine Fläche auszufüllen. Ein Objekt mit der Dimension 1 ist eine gerade Linie, ein Objekt 
mit der Dimension 2 füllt die Fläche kompakt aus. Die Aggregate der kleineren Nano-
partikel haben eine fraktale Dimension von d5=1,97 und verhalten sich damit wie ein 
flächenfüllendes Objekt.  Die größeren Nanopartikel haben im Fall der kleineren Ob-
jekte eine fraktale Dimension von d10,klein=1,74 und im Fall der größeren Objekte von 
d10,groß=1,13. Die Nanopartikel in größeren Objekten tendieren in ihrem Verhalten 
demnach zu dem einer geraden Linie, wohingegen die Nanopartikel in kleineren Ob-
jekten sich kompakter zusammenlagern. 
Für magnetische Nanopartikel kann man erwarten, dass diese Ketten bilden um die 
magnetischen Dipole parallel zueinander ausrichten zu können. Dem gegenüber steht 
die thermische Fluktuation der Teilchenorientierung entgegen. Das konnte sowohl in 
Simulationen [81] und experimentellen Messungen [82] bereits gezeigt werden. Hier 
zeigt sich für den Fall der Nanopartikel mit einem nominellen Radius von 10 nm: Errei-
chen die Objekte eine kritische Größe (hier einen Durchmesser von circa 10 Pixeln), 
dann dominieren die dipolaren, magnetischen Wechselwirkungen und das Bilden von 
Ketten wird favorisiert. Die fraktale Dimension passt sehr gut zu den aus Simulationen 
in [81]  erhaltenen Werten, für den Fall einer dominierenden Dipol-Dipol Wechselwir-
kung. Bei Objekten unterhalb dieser Größe scheint die Zusammenlagerung durch einen 
anderen Mechanismus dominiert zu werden. Simulationen in [83] haben gezeigt, dass 
die hier gefundene fraktale Dimension auftritt, wenn die Dipol-Dipol Wechselwirkung 
nicht der dominierende Mechanismus ist, sondern die Anlagerung begrenzt durch Dif-
fusion verläuft. Diese ist hier wiederum durch den Polymerfilm verlangsamt. Die Nano-
partikel mit einem nominellen Radius von 5 nm bilden hingegen keine Ketten, sondern 
füllen die Oberfläche gleichmäßig aus. Eine magnetische Dipol-Dipol Wechselwirkung 
scheint hier nicht die treibende Kraft zu sein. 
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4.3. Materialkontrast in polymergefüllten Nanoröhren 
 
Neben der Darstellung der Topografie wie in Kapitel 4.2 ist ein einfacher Materialkon-
trast schon bei monomodalen, dynamischen Messungen möglich. Eine qualitative Un-
terscheidung von verschiedenen Materialien kann aus dem Signal der Phasenverschie-
bung direkt gewonnen werden. Als Beispiel dient hier niedermolekulares Polyethyl-
englycol (PEG) das in einem begrenzten Raum auskristallisiert ist. Die hier vorgestellten 




Diese „begrenzten Räume“ wurden in einer 30 µm dicken Folie aus Polycarbonat er-
zeugt. Dazu wurde die Folie mit Au25+ Ionen beschossen (UNILAC Linearbeschleuniger, 
GSI Helmholzzentrum für Schwerionenforschung, Darmstadt) [84, 85]. Dadurch ent-
stehen parallele, aber zufällig angeordnete Ionenspuren durch die Folie [86]. Ein an-
schließendes Ätzen der Folie in Natronlauge und Bestrahlung mit UV-Licht, erzeugt of-
fene, durchgängige Poren, deren Radius von der Ätzzeit abhängig [87] und somit ein-
stellbar ist. Mittels Atomlagenabscheidung wurden die Poren mit SiO2 beschichtet, um 
eine gleichmäßige und temperaturstabile Oberfläche zu erhalten. Das PEG wurde an-
schließend mittels Schmelzinfiltration in die Poren eingebracht. Details zu diesem Vor-
gehen und Ergebnisse die nicht die Rasterkraftmikroskopie betreffen, können in Refe-
renz [34] gefunden werden. 
Dynamische, amplitudenmodulierte Rasterkraftmikroskopie wurde sowohl auf Folien 
mit ungefüllten Poren, wie auch auf Folien mit PEG-gefüllten Poren durchgeführt: so 
wird zum einen die Verteilung der Poren und zum anderen die Struktur des PEG in 
einer Pore sichtbar. 
 
4.3.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die Verteilung der erzeugten Poren in der PC Folie und deren unterschiedliche Größe, 
durch unterschiedliche Ätzzeiten, lässt sich in Abbildung 15 a) und b) erkennen. Die 
Verteilung ist zufällig. An einigen Stellen liegen die Poren so dicht beieinander, dass sie 
zu einem größeren Objekt zusammengewachsen sind. Der Durchmesser der Poren ist 
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sehr unterschiedlich: während in a) der Durchmesser circa 10 nm beträgt, sind es in b) 
circa 30 nm. Innerhalb einer Folie sind die Durchmesser jedoch sehr einheitlich. 
 
Abbildung 15 Ungefüllte und gefüllte Löcher in Polycarbonatfolie. a) und b) zeigen die Verteilung dieser Löcher 
durch die Ionenbestrahlung und deren unterschiedliche Größe durch unterschiedliche Ätzzeiten. In c) und d) ist ein 
einzelnes, mit PEG gefülltes Loch gezeigt, die Topografie in c) und das Phasensignal – und damit der Materialkontrast 
– in d). Eine konzentrische Struktur aus amorphen und kristallinen Bereichen ist zu erkennen. Die Länge des 
Skalenbalkens beträgt 1 µm für a) und b), sowie 50 nm für c) und d). 
 
In c) und d) ist eine einzelne, mit PEG gefüllte Pore abgebildet. Bei c) handelt es sich 
um die Topografie der Probe an dieser Stelle, bei d) um das Phasensignal der Messung. 
In der Topografie lässt sich die Pore gerade so als rundes Objekt erkennen. Die Ober-
fläche ist nicht glatt, es lassen sich verschiedene Strukturen der PEG Oberfläche erken-
nen, im Bereich der Pore, aber auch daneben. Andeutungsweise ist an einigen Stellen 
eine konzentrische Struktur im Inneren der Pore sichtbar. Diese konzentrische Struktur 
ist in d), dem Phasensignal, sehr deutlich sichtbar. Die Phasenverschiebung zeigt Un-
terschiede in der bei jedem Schwingungszyklus in die Probe eingetragenen Energie. 
Dadurch ist ein Materialkontrast möglich. In diesem Fall kann zwischen amorphen und 
kristallinen Bereichen des PEG unterschieden werden. Die Deformation, und damit der 
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Energieeintrag während eines Schwingungszyklus, ist im Amorphen größer, als im Kris-
tallinen. Die unterschiedlich dunklen und hellen, kreisförmigen Bereiche in der Pore 
zeigen entsprechend ein konzentrisches amorph-kristallines Wachstum des PEG in der 
Pore. Die Zuordnung der gefundenen Strukturen zu amorphen und kristallinen Berei-
chen wurde durch temperaturabhängige Röntgenkleinwinkelstreuungsmessungen be-
stätigt. 
Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass bereits mit einfachen monomodalen, dynamischen 
rasterkraftmikroskopischen Verfahren mehr als die Topografie ausgewertet werden 
kann – hier ein qualitativer Materialkontrast.  
 
4.4. Materialkontrast bei Block-Copolymeren 
 
Schon die monomodale dynamische Rasterkraftmikroskopie ermöglicht einen Material-
kontrast (siehe 4.3) neben der Topografie einer Probenoberfläche. Bimodale Raster-
kraftmikroskopie ermöglicht zusätzliche Observablen und dadurch einen neben Mate-
rialkontrast auch eine mechanische Quantifizierung der Materialien. In dem folgenden 
Beispiel wurde ein dünner Film eines Styrol-Butadien-Copolymers (SB) untersucht. Das 





Das Copolymer Poly(Styrol)-B-Poly(1,4-Butadien) (PS(13600)-b-PBd(33700), 5 mg 
Polymer Source Inc., Dorval, Kanada) wurde in 5 ml Toluol (Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland) gelöst und anschließend mittels Rotationsbeschichtung 
(1 Min bei 1800 U/min) auf einen Siliziumwafer aufgetragen und direkt im Anschluss 
im Rasterkraftmikroskop (Cypher S, Asylum-Research Oxford Instruments, Goleta, 
USA) vermessen. Dazu wurde der Biegebalken (in diesem Fall „ Arrow UHF AuD“, Na-
noWorld, Neuschatel, Schweiz) in Bezug auf Eigenfrequenzen, Sensitivität und Feder-
konstante kalibriert und in seinen ersten beiden Eigenschwingungen angeregt.  
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Tabelle 5 gemessene Daten des Biegebalkens 
Arrow UHF AuD Erste Eigenschwingung Zweite Eigenschwingung 
Frequenz 1,198 MHz 3,587 MHz 
Federkonstante 2,66 N/m 23,62 N/m 
Qualitätsfaktor 163 245 
 
Für die Kalibrierung höherer Eigenmoden eignet sich die Methode über das thermische 
Rauschen [88] besser [89], als die „Sader-Methode“ [40] (siehe auch Kapitel 2.1), wes-
wegen hier über das thermische Rauschen kalibriert wurde. Die Regelung verlief fre-
quenzmoduliert auf die Frequenzverschiebung der ersten Eigenschwingung durch eine 
externe Phasenregelschleife (HF2PLL, Zurich Instruments, Zürich, Schweiz). Die Ver-
schiebung der zweiten Eigenfrequenz und der Amplituden wurde gemessen und als 
Materialkontrast ausgewertet. 
 
4.4.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die Messung erfolgte auf einer zufällig ausgewählten Stelle auf der Probe und ist in 
Abbildung 16 dargestellt.  
Die Topografie (Abbildung 16 a) der Probenoberfläche ist glatt im Bereich weniger 
Nanometer. Eine „innere Struktur“ der Probe lässt sich aus der Topografie nicht erken-
nen. Ebenso glatt ist die Verschiebung der Resonanzfrequenz (Abbildung 16 b) – das 
zeigt das gute Funktionieren der Regelung. In der Abbildung der Verschiebung der 
zweiten Frequenz (Abbildung 16 c) ist jedoch ein deutlicher Kontrast zu sehen: helle, 
circa 20 nm breite Blöcke lassen sich erkennen, die eine an ein Labyrinth erinnernde 
Struktur bilden. Die Frequenzverschiebung der zweiten Eigenschwingung ist hier sen-
sitiv für einen Materialkontrast aufgrund der unterschiedlichen mechanischen Eigen-
schaften der beiden Domänen des Co-Polymers. Polybutadien liegt aufgrund seiner 
niedrigen Glasübergangstemperatur von deutlich unter 0 °C (zwischen -107 bis -95 °C) 
[90] als weiches Elastomer vor, wohingegen das Polystyrol, mit einer Glasübergangs-
temperatur von circa 100 °C [90], als amorpher Feststoff vorliegt. Entsprechend der 
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Unterschiede des Elastizitätsmoduls werden die beiden Blöcke in der Frequenzverschie-
bung der zweiten Eigenschwingung abgebildet. Die Strukturbildung erfolgt während 




Abbildung 16 Bimodale Rasterkraftmikroskopie eines Films Styrol-Butadien-Copolymer. In a) ist die Topografie der 
Oberfläche dargestellt, b) zeigt das Regelsignal, die Frequenzverschiebung der ersten Eigenfrequenz, in c) wird durch 
die Frequenzverschiebung der zweiten Eigenfrequenz die Block-Struktur der Probe sichtbar. Die Länge des Skalen-
balkens beträgt 50 nm. In d) ist die Häufigkeitsverteilung (schwarze Linie) der Frequenzverschiebung aus c) darge-
stellt, sowie der zugehörige E-Modul. Zwei unterschiedliche Gauß-Verteilungen konnten identifiziert werden (grüne 
Linien), deren Summenkurve ist ebenfalls dargestellt (orangene Linie). Die Maxima dieser Verteilungen liegen bei 
xc1=-1335,5 Hz und xc2=-1269,8 Hz. 
 
Betrachtet man die Häufigkeitsverteilung (Abbildung 16 d, schwarze Linie) der Fre-
quenzverschiebung (beziehungsweise des E-Moduls) der gesamten Messung, so lassen 
sich die beiden Blöcke nicht streng voneinander trennen. Erst eine Analyse der Vertei-
lung mittels zweier Gauß-Verteilungen (Abbildung 16 d, grüne Linien) zeigt die beiden 
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Maxima, die den beiden Blöcken des Co-Polymers zugeordnet werden kann. Bei dieser 
Messmethode lässt sich aus der Verschiebung der zweiten Eigenfrequenz der E-Modul 


































Hierbei ist R der Endradius der Messspitze, A1 die Amplitude der ersten Eigenschwin-
gung, k1 und k2 die Federkonstanten des Biegebalkens bei der ersten beziehungsweise 
der zweiten Eigenschwingung, f01 und f02 die erste beziehungsweise die zweite Eigen-
frequenz des Biegebalkens und f1 und f2 die jeweiligen Frequenzverschiebungen. 
Dabei ist die Kenntnis über durch das Experiment selbst festgelegte Parameter (hier: 
grün), gewählte Messparameter (hier: blau) und gemessene Größen (hier: orange) not-
wendig. Die Berechnung des E-Moduls kann auf einen Vorfaktor und die Frequenzver-
schiebung reduziert werden: 







Alle Parameter sind hier fehlerbehaftet, jedoch ist der Vergleich der erhaltenen Elastizi-
tätsmodule innerhalb einer Messreihe davon nicht betroffen und somit möglich. Aus 
der Häufigkeitsverteilung lassen sich die E-Modulen der beiden Phasen ablesen: xc1≈ -
1335,5 Hz≝ 44,1 MPa und xc2≈ -1269,8 Hz≝ 39,8 MPa. Mit diesen Informationen kön-
nen die hellen und dunklen Bereiche in Abbildung 16 c) zugeordnet werden. Die hel-
leren Bereiche, also geringere Frequenzverschiebung und damit kleinerer E-Modul ent-
spricht dem Polybutadien-Block und die dunkleren Bereiche dem Styrol-Block des Co-
Polymers. Augenscheinlich überwiegt das Polybutadien in der Abbildung der Fläche. 
Da die Dichten von Polybutadien und Polystyrol ähnlich sind (1,01 g/m3 [90] und 












≈ 0,29 (23) 
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Der optische Eindruck von Abbildung 16 c) wird dadurch bestätigt: das Polystyrol liegt 
in der Minderheit vor. Ein Volumenverhältnis von f≈0,3 begünstigt zylindrische PS Do-
mänen in einer PB Matrix [92]. Obwohl die beiden Blöcke in unterschiedlichen Zustän-
den vorliegen (amorph, glasartig erstarrt), sind die E-Modulen in Abbildung 16 d) nicht 
klar voneinander zur trennen. Der Grund dafür wird in Abbildung 16 c ersichtlich: die 
Strukturgröße der Blöcke liegt ungefähr im Bereich von 20 nm. Bei einem Spitzenradius 
von 10 nm tritt auf dieser Größenskala der Faltungseffekt zwischen Geometrie der 
Spitze und Topografie der Oberfläche deutlich hervor. Die weiche PB Matrix kann die-
sen Effekt noch begünstigen, wenn die PS Zylinder unter einer dünnen Schicht PB ver-
borgen liegen und die mechanischen Eigenschaften des PS dadurch gedämpft werden. 
Aber auch in diesem Fall können diese im Volumen der Probe liegenden Strukturen 
detektiert und dargestellt werden. Hinzu kommt insbesondere aber auch die Abhängig-
keit des gemessenen E-Moduls von der Messfrequenz bei Polymeren: bei der hier im 
Megaherzbereich liegenden Messfrequenz kann das PB bereits glasig erscheinen.  
 
4.5. Magnetischer Kontrast unter einer Oberfläche 
 
Nachdem in zwei Beispielen gezeigt werden konnte, dass ein Materialkontrast mit Ras-
terkraftmikroskopie möglich ist, soll hier auf die magnetischen Eigenschaften eines Ma-
terials eingegangen werden. Das ist insbesondere deswegen interessant, weil die mag-
netischen Wechselwirkungen eine, zum Beispiel im Vergleich zu van der Waals Wech-
selwirkungen, lange Reichweite haben (siehe auch 2.2) und damit genutzt werden kön-
nen, um Strukturen unterhalb einer Oberfläche sichtbar zu machen. 





Bei der hier dargestellten Probe handelt es sich um eine handelsübliche magnetische 
Festplatte eines Computers. Zur Herstellung der Probe wurde ein zentimetergroßes 
Stück der magnetischen Scheibe der Festplatte mit einer scharfen Zange herausge-
schnitten und mit Sekundenkleber auf ein rundes Metallplättchen geklebt. Es erfolgte 
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keine weitere Behandlung der Probe, sie wurde direkt im Rasterkraftmikroskop gemes-
sen. Dazu wurde ein Biegebalken „MESP V2“ (Bruker AFM Probes Nanofabrication Cen-
ter, Camarillo, USA) mit den gemessenen Eigenfrequenzen f01≈ 66 kHz und f02≈ 
420 kHz verwendet. Dieser hat eine permanentmagnetische Beschichtung der Mess-
spitze aus einer Kobalt-Chrom-Legierung und ist dadurch sensitiv für magnetische 
Wechselwirkungen. Die frequenzmodulierte Regelung erfolgte extern, in einer Phasen-
regelschleife (HF2PLL, Zürich Instruments, Zürich, Schweiz) auf die erste Eigenfre-
quenz, die Verschiebung der zweiten Eigenfrequenz wurde gemessen. Zusätzlich wurde 
parallel dazu die „klassische“ Methode [93, 94] der Detektion magnetischer Wechsel-
wirkungen in der Rasterkraftmikroskopie angewandt: in einem zweiten Schritt, nach-
dem die Topografie einer gemessenen Zeile bekannt ist, wird diese Zeile erneut gemes-
sen, aber mit einem definierten Abstand zur Topografie (hier: 30 nm).  
 
4.5.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Topografie der Oberflä-
che der Festplatte ist in Abbildung 17 a) zu erkennen.  
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Abbildung 17 Magnetische Festplatte eines Computers, gemessen mit bimodaler frequenzmodulierter 
Rasterkraftmikroskopie. In a) ist die Topografie der Oberfläche der Festplatte dargestellt, b) zeigt das Regelsignal, 
die Verschiebung der ersten Eigenfrequenz. Der magnetische Kontrast der Festplatte ist in c) und in d) zu sehen. In 
c) ist der magnetische Kontrast durch die Verscheibung der zweiten Eigenfrequenz und in d) durch das „Regelsignal“ 
im Fall einer nochmaligen Messung der jeweiligen Zeile in einem Abstand von 30 nm zur Oberfläche (=“klassische“ 
Messmethode) zu sehen. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 500 nm. 
Die Rauheit dieser Oberfläche ist geringer als 1 nm nur an zwei Stellen ist eine rundliche 
Erhebung von circa 3 nm Höhe zu erkennen. Diese beiden Erhebungen lassen sich auch 
im Regelsignal, der Frequenzverschiebung der zweiten Eigenfrequenz, in Abbildung 17 
b) identifizieren. Einen magnetischen Kontrast findet man in den Observablen f2 c) 
und f1zweit d). Der Kontrast in Abbildung 17 c) wird durch die Frequenzverschiebung 
der zweiten Eigenschwingung generiert. Diese ist sensitiv für langreichweitige Wech-
selwirkungen, wie die magnetische Wechselwirkung (siehe auch 3.1). Die verschiede-
nen Informationseinheiten sind als begrenzte, helle und dunkle Objekte zu erkennen, 
die in Spuren angeordnet sind. Der Kontrast in d) entsteht durch die Verschiebung der 
Frequenz der ersten Eigenschwingung bei dem erneuten Messen der einzelnen Zeilen 
im definierten Abstand von 30 nm oberhalb der Oberfläche. Die topografieerzeugenden 
Wechselwirkungen sind hier bereits abgeklungen, die verbleibende, detektierbare 
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Wechselwirkung zwischen der magnetischen Messspitze und der Probe sind magneti-
sche Wechselwirkungen.  Auch hier sind die Informationseinheiten voneinander ge-
trennt zu erkennen, jedoch wirkt die Abbildung im direkten Vergleich mit c) weichge-
zeichnet. Das liegt daran, dass in jedem Messpunkt aufgrund des Abstands von 30 nm 
der Spitze zur Oberfläche, zum einen der Wechselwirkungsbereich größer wird, da sich 
das magnetische Feld radial ausbreitet, und zum anderen Beiträge des magnetischen 
Feldes der Umgebung in Wechselwirkung mit der Messspitze treten. Das verringert die 
Auflösung der Bildgebung in diesem Fall. 
Die bimodale magnetische Rasterkraftmikroskopie hat demnach zwei klare Vorteile ge-
genüber der klassischen Variante: sie ist schneller (denn eine Zeile muss nicht doppelt 
gemessen werden) und die laterale Auflösung ist größer (da der Abstand zwischen 
Messspitze und Oberfläche geringer ist). 
Eine magnetische Festplatte ist ein gutes Modellsystem, mit dem gezeigt werden kann, 
dass Rasterkraftmikroskopie in der Lage ist, Strukturen aufzuklären, die unterhalb einer 
Oberfläche verborgen sind. Eine solche Festplatte ist als ein mehrschichtiges System 
aufgebaut [95-97]: als Trägermaterial dient oft eine Glasscheibe auf der sich eine oder 
mehrere wenige Nanometer dicke Zwischenschichten befinden. Auf dieser Zwischen-
schicht liegt die eigentliche magnetische Schicht, die die Dateninformationen enthält, 
mit einer Dicke von typischerweise unter 30 nm. Diese Datenschicht wird von einer 
Kohlenstoffschicht von circa 15 nm Dicke geschützt, auf der sich wiederum eine sehr 
dünne (circa 1 nm) Schicht befindet, die ein Gleiten des Schreib- und Lesekopfes ver-
bessert. Die in der magnetischen Schicht gespeicherten Daten sind dementsprechend 
über die Oberfläche nicht direkt zugänglich. Mit bimodaler magnetischer Rasterkraft-




Anhand von einigen Beispielen wurde in diesem Kapitel gezeigt, dass die multimodale 
Rasterkraftmikroskopie nicht nur in der Lage ist mit hoher Geschwindigkeit und großer 
Präzision die Topografie einer Probenoberfläche abzubilden. Das gleichzeitige Anregen 
und separate Auswerten mehrerer Eigenschwingungen des Biegebalkens ermöglicht es 
mehr Informationen über die Probe zu erhalten: kurz- und langreichweitige Wechsel-
wirkungen zwischen Messspitze und Probe können unterschieden werden. Dadurch 
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können mechanische Eigenschaften von der Topografie separat oder auch magnetische 
Eigenschaften von der Topografie separat dargestellt werden. Dieser Effekt kann ge-
nutzt werden, um Strukturen sichtbar zu machen, die unterhalb der Oberfläche liegen. 
Magnetische Strukturen, die unter einer Schicht liegen, die dünner ist, als die Wechsel-
wirkungslänge des magnetischen Feldes werden sichtbar, wie zum Beispiel bei einer 
Computerfestplatte. Strukturen unterschiedlicher mechanischer Härte können unter-
halb einer Oberfläche detektiert werden, wie zum Beispiel verschiedene Domänen eines 
mikrophasenseparierten Copolymers. 
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Ferritin ist ein Eisenspeicherprotein, das in vielen lebenden Organismen vorkommt. Es 
hat einen äußeren Durchmesser von circa 12 nm und beinhaltet einen Kern aus Fer-
rihydrit [64] mit einem Durchmesser von circa 8 nm. Ferrihydrit ist ein hexagonal kris-
tallisierendes Mineral aus Eisenhydroxid [98]. Der Kern des Ferritin zeigt magnetische 
Eigenschaften [99]. Die Hülle besteht aus 24 unterschiedlichen Aminosäuren, die den 
Kern als Kugel einschließen. Im tierischen Körper wird Ferritin benutzt, um Eisen zu 
speichern, zu transportieren und kontrolliert wieder abzugeben [100-102]. Ferritin 
kann für eine ganze Reihe medizinischer und elektronischer Anwendungen genutzt 
werden [10, 103, 104] und zeigt eine hohe Stabilität gegenüber der Umgebungstempe-
ratur: je nach Umgebung und Ferritinsubtyp ist es bis 77 °C stabil [105]. 
Erste Untersuchungen der Hülle von Ferritin mittels Rasterkraftmikroskopie wurden in 
Wasser, im Kontaktmodus durchgeführt [106]. Dabei konnte zum einen demonstriert 
werden, dass Rasterkraftmikroskopie eine sinnvolle Methode zur Untersuchung weicher 
biologischer Moleküle ist, und zum anderen, konnten Symmetrieeigenschaften der Fer-
ritinmoleküle abgebildet werden. 
Hier wird bimodale magnetische Rasterkraftmikroskopie angewandt, um magnetische 
und mechanische Komponenten der Spitze-Probe-Wechselwirkungen auftrennen zu 
können (siehe Kapitel 3.1 und Quellen [107, 108]). So ist es möglich, Details der Pro-
teinhülle und des Kerns von Ferritinnanoteilchen genau abzubilden. 
Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in Referenz [35] veröffentlicht. 
 
5.2. Experimentelles Vorgehen 
 
Zur Herstellung der Proben wurde die Ferritin Vorratslösung zunächst in einem zwei-
stufigen Verfahren verdünnt: 10 µl Ferritin Lösung (10 mg/mL in 0,15 M NaCl, Merck 
KGaA, Darmstadt, Deutschland) aus der Pferdemilz wurden in 1 mL deionisiertem Was-
ser verdünnt und für 5 min bei 800 Umdrehungen pro Minute homogenisiert (Thermo-
Mixer, Eppendorf, Wessling-Berzdorf, Deutschland). 10 µL der so hergestellten Lösung 
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wurden nochmals in 1 mL deionisiertem Wasser verdünnt und in gleicher Weise homo-
genisiert. 200 µL der finalen Lösung wurden auf frisch gespaltenen Glimmer (50-D-10, 
NanoAndMore, Wetzlar, Deutschland) oder ein Stück Silizium-Wafer (LamResearch 
Corporation, Freemont, USA) getropft. Die rasterkraftmikroskopischen Messungen wur-
den nach 5 min gestartet, um dem Ferritin Zeit zu geben, sich auf der Oberfläche des 
Substrats abzusetzen. Die Messungen erfolgten dann jedoch an Luft in einem Cypher S 
Rasterkraftmikroskop (Oxford Instruments, Asylum Research, Santa Barbara, USA). Als 
Cantilever wurde ein Multi75M-G (BudgetSensors, Sofia, Bulgarien) mit einer nominel-
len Federkontante von k=3 N/m und einer nominellen Resonanzfrequenz an Luft von 
f0=75 kHz verwendet. Dieser verfügt über eine magnetische Beschichtung aus einer Ko-
balt-Legierung, die den Spitzenendradius deutlich auf circa 60 nm vergrößert. Der Bie-
gebalken wurde mittels photothermischer Anregung zum Schwingen gebracht. Die 
Schwingungsamplitude der ersten Eigenfrequenz betrug A1=23 nm und die Schwin-
gungsamplitude der zweiten Eigenfrequenz betrug A2=16 nm. Die Messungen erfolgten 
unter einer Rasterfrequenz von 1 Hz bei einem Amplituden zu Sollwertverhältnis von 
𝐴𝑠𝑜𝑙𝑙 𝐴1 = 16 𝑛𝑚 23 𝑛𝑚 = 70 %⁄⁄ . 
 
5.3. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die bimodale amplitudenmodulierte Rasterkraftmikroskopie gibt neben der Topografie 
der gemessenen Probe weitere physikalische Observablen aus: die Amplituden der ers-
ten und zweiten Eigenmode und die Phase der ersten und zweiten Eigenmode. In Ab-
bildung 18  sind diese Observablen dargestellt. 
Abbildung 18 zeigt die Amplitude der ersten a) und die der zweiten b) Eigenmode, 
sowie die zugehörige Phasenverschiebung der ersten c) und zweiten d) Eigenmode. Die 
Topografie der Probe ist in den dreidimensionalen Abbildungsteilen (e und f) darge-
stellt. Die überlagerte Farbverlaufsdarstellung zeigt die Phasenverschiebung der ersten 
Eigenmode e) und die der zweiten Eigenmode f). Da eine Spitze mit einer magnetischen 
Beschichtung (und damit einem größeren Spitzenradius) verwendet wurde, ist der ab-
gebildete Durchmesser des Ferritinnanoteilchens aufgrund des Faltungsartefakts we-
sentlich größer: sein (scheinbarer) Durchmesser beträgt hier circa 50 nm. 
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Abbildung 18 Ferritin abgebildet mit bimodaler, magnetischer Rasterkraftmikroskopie. a) bis d) zeigen zweidimen-
sionale Darstellungen verschiedener Observablen, e) und f) eine dreidimensionale Überlagerung von Topografie und 
Phasensignal. a) zeigt die Amplitude der ersten Eigenmode, b) die der zweiten. c) zeigt die Phase der ersten Eigen-
mode, d) die der zweiten. In e) ist die Topografie dreidimensional repräsentiert und als Farbcode die Phase der ersten 
Schwingung überlagert, in f) die der zweiten Schwingung. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 10 nm. 
Der Kern des Ferritins zeigt superparamagnetische Eigenschaften, das heißt er lässt sich 
in einem magnetischen Feld polarisieren baut selber ein magnetisches Feld auf, verliert 
dieses aber wieder, wenn das äußere Feld wegfällt. Eine solche Magnetisierung kann 
zum Beispiel durch die magnetische Spitze des Biegebalkens erfolgen und die Struktur 
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des Kerns innerhalb der Proteinhülle, in der Darstellung der langreichweitigen Wech-
selwirkungen sichtbar werden. Die Abbildungen der Amplitude a) und der Phasenver-
schiebung c) der ersten Eigenmode zeigen einen Ring um eine zentrale Fläche, die re-
lativ konstante Amplituden- und Phasenwerte aufweisen. Insbesondere in der Abbil-
dung der Phasenverschiebung c) ist deutlich, dass der innere Bereich nicht kreisförmig 
abgetrennt ist, sondern durch verschiedene Geraden die sich in unterschiedlichen Win-
keln schneiden und eine polygone Figur formen. Betrachtet man den Ring in a) ge-
nauer, so fällt auf, dass dieser an der linken Seite heller abgebildet ist, als an der rechten 
Seite. Die Amplitude ist also auf beiden Seiten nicht gleich groß. So verhält es sich auch 
mit der Phasenverschiebung in c). Das deutet darauf hin, dass die Regelung nicht ganz 
optimal funktioniert und einen kleinen Fehler zugelassen hat. Beide Abbildungen der 
Observablen der zweiten Eigenmode (b und d) zeigen eine dreizählige Symmetrie im 
inneren Bereich des Ferritins. Eine genauere Analyse der polygonen Figur und der drei-
zähligen Symmetrie erfolgt mit Hilfe der folgenden Abbildung. 
 
 
Abbildung 19 Bimodale magnetische Rasterkraftmikroskopie an einem einzelnen Ferritin Nanoteilchen. Die Detailab-
bildungen zeigen: a) die Phasenverschiebung der ersten Schwingung, eine polygone Figur aus dem Inneren des Teil-
chens, b) die Phasenverschiebung der zweiten Schwingung, eine dreizählige Symmetrie der Hülle des Teilchens, c) 
die Rekonstruktion der Hülle des Teilchens aus Röntgenstreudaten [109], die ebenso eine dreizählige Symmetrie auf-
weist. 
 
Die Winkel zwischen den Ecken des inneren Polygons können aus a) abgelesen werden: 
 = 126°,  = 150°,  =142°,  = 105°,  = 126°  = 114° und  = 138°. Aufgrund der 
Variation und fehlenden Regelmäßigkeit zwischen den Winkeln kann davon ausgegan-
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gen werden, dass das Ferrihydrit in einem polykristallinen Zustand als Kern konden-
siert. In b) wird die dreizählige Symmetrie der Hülle verdeutlicht, die in der Amplitude 
der Schwingung der zweiten Eigenmode sichtbar ist. Diese ist in guter Übereinstim-
mung mit der dreizähligen Symmetrie, die man aus bestehenden röntgenografischen 
Daten [109] und Rekonstruktion der Molekülanordnung [110] erhalten kann c). 
Dadurch, dass der magnetische Biegebalken mit zwei Eigenfrequenzen gleichzeitig zum 
Schwingen angeregt wird, ist die Detektion von magnetischen und mechanischen Ei-
genschaften in einem einzigen Schritt möglich. Je nach Wahl der experimentellen Pa-
rameter (A1, A2, A1/A2 und Asoll/A1) sind die Observablen der ersten oder der zweiten 
Eigenmode von den magnetischen oder den mechanischen Kräften dominiert. Das be-
deutet, dass die polygone Struktur a) und die dreizählige Symmetrie das Ergebnis eines 
magnetomechanischen Kontrasts sind. Um sensitiv in Bezug auf magnetische Wechsel-
wirkungen zu sein, wurde hier eine relativ große Amplitude für die erste Eigenmode 
gewählt. Die Amplitude der zweiten Eigenmode wurde kleiner eingestellt, als die der 
ersten, aber immer noch groß genug, um einen deutlichen mechanischen Kontrast zwi-
schen Spitze und Probe zu erzwingen. Als Ergebnis erhält man in nur einer Messung 
aus dem magnetischen Kontrast der ersten Eigenmode ein Abbild des polykristallinen 
Zustands des Ferritinkerns und aus dem mechanischen Kontrast der zweiten Eigenmode 
ein Abbild der dreizähligen Symmetrie der Proteinhülle. Das zeigt auch, dass die Pro-
teinhülle trotz der Messung an Luft noch intakt war. 
Wie sich die Proteinhülle in Bezug auf unterschiedliche Umgebungseinflüsse verhält, 





Mit bimodaler, magnetischer Rasterkraftmikroskopie wurde ein einzelnes Ferritin Na-
noteilchen abgebildet. Ferritin ist ein im menschlichen Körper vorkommendes Eisen-
speicher-Protein, das aus einer Proteinhülle und einem Kern aus Ferrihydrit besteht. 
Mit dieser Abbildungsmethode ist es möglich, Kern und Hülle separat voneinander dar-
zustellen, obwohl der Kern in der Hülle verborgen ist. Zu Nutze macht man sich hier 
die unterschiedlichen Wechselwirkungslängen der topografieerzeugenden Kräfte der 
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Hülle und der magnetischen Wechselwirkungen des Kerns. So kann der Kern im po-
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6. Quasistatische Rasterkraftmikroskopie: selbstorganisierter Ab- und Aufbau der 
Ferritinhülle 
 
Dieser Abschnitt soll die grundlegende Möglichkeit der Kraft-Abstandskurvenbasierten, 
quasistatischen Rasterkraftmikroskopie deutlich machen: das sensitive Abbilden der To-
pografie einer Oberfläche von Biomolekülen.  
Hier wird die Methode des „PeakForce Tapping“ verwendet (siehe auch Kapitel 2.5) um 
das Verhalten von Ferritin und kernlosem Ferritin, dem Apoferritin, unter unterschied-
lichen pH-Werten zu untersuchen. Die hier vorgestellten Ergebnisse sind ebenfalls in 




Wie auch andere Proteine, kann die leere Hülle des Ferritins, das „Apoferritin“, genutzt 
werden, um verschiedene Substanzen damit zu transportieren. Das kann zum Beispiel 
in medizinischen Anwendungen genutzt werden [111-114]. Auch ist es möglich, Nano-
materialien im Inneren des Apoferritin herzustellen [115]. Es ist bekannt, dass die Pro-
teinhülle einen selbstorganisierten Auf- und Abbau zeigt, der vom pH-Wert des umge-
benden Mediums abhängig ist [116]: die Proteinhülle ist im sauren Medium stabil bis 
zu einem pH-Wert von circa  3,4, der Kern bis zu einem pH-Wert von  2,1 [117]. 
Unterhalb eines pH-Werts von 3 beginnt der Abbau der Hülle. Dieser Prozess ist um-
kehrbar, wenn der pH-Wert der Umgebung wieder erhöht wird. Genau diese Eigen-
schaft kann genutzt werden, um andere Stoffe in die Proteinhülle einzukapseln und 
auch wieder frei zu geben. Auch, wenn dieses Einkapseln zufällig und nicht gerichtet 
erfolgt, ist Ferritin damit ein hervorragender Kandidat zum Transport von Stoffen in 
Organismen. 
Der Ab- und Aufbau der Proteinhülle wurde bereits mit verschiedenen Methoden un-
tersucht: mittels Röntgenkleinwinkelstreuung konnten die pH-Wertbereiche für den Ab- 
und Aufbau genau festgelegt werden [117]. Allerdings sind solche Messungen keine 
direkte Beobachtung dieses Vorgangs – die Schlussfolgerung wird hier durch schritt-
weise Transformation der Messdaten gezogen: Streumethoden erzeugen Abbildungen 
im reziproken Raum, die dann mittels Simulationen oder „Modellfits“ in den Realraum 
übertragen werden müssen. Zudem stellen sie immer ein Mittel über viele Objekte dar. 
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Mittels Rasterkraftmikroskopie kann der Ab- und Aufbauvorgang jedoch nicht nur di-
rekt im Realraum dargestellt, sondern auch an einzeln herausgegriffenen Teilchen be-
obachtet werden. Im Folgenden sollen zusätzlich auch die elektrosterischen Wechsel-
wirkungen zwischen Spitze des Biegebalkens und der Ferritinhülle untersucht werden, 




Die Herstellung der Proben, sowie die Auswertung der gemessenen Daten wird im Fol-
genden beschrieben. 
 
6.2.1. Herstellung der Proben 
 
Die Herstellung der Ferritin-Proben erfolgte wie in 5.2 beschrieben. Die Herstellung der 
Proben aus Apoferritin erfolgte in gleicher Weise, jedoch wurde als Vorratslösung Apo-
ferritin (aus der Pferdemilz, in 50 % Glycerol + 0,075 M NaCl, Merck, Darmstadt, 
Deutschland) verwendet.  
 
6.2.2. Größenanalyse mittels Rasterkraftmikroskopie 
 
Für die Größenanalyse der Nanoteilchen wurden rasterkraftmikroskopische Messungen 
im „PeakForce Tapping“ Modus durchgeführt. Dafür wurde ein Bruker „ICON“ Raster-
kraftmikroskop mit einer geschlossenen, heizbaren Elektrochemiezelle verwendet (DIM 
EC cell, Bruker, Santa Barbara, USA). Abbildungen der Topografie der Nanoteilchen 
wurden bei einer Oszillationsamplitude des Biegebalkens von 300 nm und einer Anre-
gungsfrequenz von 500 Hz erstellt. Als Führungsgröße für die Regelung wurde eine 
Kraft von 500 pN eingestellt. Die verwendeten Biegebalken waren „SNL-A“ (Bruker, 
Santa Barbara, USA), mit einer typischen Federkonstante von 𝑘 ≈ 0,35 𝑁 𝑚⁄  und einer 
typischen Resonanzfrequenz an Luft von 65 kHz. Bei einer Abbildungsgröße von 1  
1 µm und 256 Pixeln beträgt die laterale Auflösung circa 4 nm. 
Die Abbildungen der Topografie wurden ebenenkorrigiert, um eine Schieflage des Sub-
strats auszugleichen. Durch die interne Heizung der Messzelle wurde die Temperatur 
konstant bei 37 °C gehalten. Um den pH-Wert der umgebenden Lösung einzustellen 
wurde entweder Salzsäure (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) oder 
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Ammoniak (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in das deionisierte 
Wasser gegeben, bis der gewünschte pH-Wert eingestellt war. Diese Lösungen wurden 
in Spritzen, in einem Wasserbad, auf 37 °C vorgeheizt und dann mit Hilfe einer Sprit-
zenpumpe (Aladdin-1000, World Precision Instruments, Sarasota, USA) bei konstanter 
Flussgeschwindigkeit in die Messzelle gegeben, wobei gleichzeitig die dort vorhandene 
alte Lösung auslaufen konnte. Der pH-Wert der auslaufenden Lösung wurde ständig 
kontrolliert. Hatte dieser den Wert der aktuell einfließenden Lösung erreicht, so wurde 
angenommen, dass dieser Wert für die ganze Messzelle gilt und die Flüssigkeit im In-
neren komplett ausgetauscht worden ist. 
Zur Auswertung wurden die Höhen der Ferritin- und Apoferritinteilchen bestimmt, in-
dem drei Querschnitte über jedes Teilchen gelegt und jeweils die mittlere Höhe be-
stimmt wurde. Da die Proben mit Apoferritin eine deutlich größere Dichte an Teilchen 
aufwiesen, wurde hier ein automatisiertes Verfahren zur Partikelbestimmung verwen-
det, um die Höhenverteilungen zu bestimmen [118]. 
 
6.3. Ergebnisse und Diskussion 
 
Die Auswertung bezieht sich zum einen auf den Einfluss elektrosterischer Wechselwir-
kungen zwischen Messspitze, Proteinhülle und Substrat auf die ausgewerteten Höhen 
der Nanoteilchen. Zum anderen wird die Entwicklung der Höhenverteilung von Ferritin 
und Apoferritin bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht. 
 
6.3.1. Elektrosterische Wechselwirkungen 
 
Der Isoelektrische Punkt ist der pH-Wert einer Lösung, an dem die Oberfläche eines in 
der Lösung eingetauchten Materials oder Moleküls keine Nettoladung trägt. Die fol-
gende Abbildung zeigt schematisch das Vorzeichen der Nettoladung von Siliziumdioxid 
[119], Glimmer [120] und Apoferritin [121], jeweils in Abhängigkeit des pH-Werts. Die 
dadurch entstehenden elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Spitze des Biege-
balkens, der Proteinhülle und dem Substrat sind darunter verdeutlicht. 
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Abbildung 20 Elektrosterische Wechselwirkungen zwischen Messspitze, Ferritin-Nanoteilchen und Substrat bei ver-
schiedenen pH-Werten. 
 
Aus Abbildung 20 können wir erkennen, dass eine Anziehung zwischen der Protein-
hülle des Ferritins und dem Siliziumsubstrat in wässriger Lösung bei pH-Werten zwi-
schen 2,5 und 4,8 vorherrscht. Ist das Substrat eine Glimmeroberfläche, so reichen die 
anziehenden Kräfte bis in ein stark saureres Milieu hinein. In diesen pH-Bereichen sollte 
die Bewegung der Nanoteilchen auf dem Substrat gehindert sein, sie werden auf der 
Oberfläche immobilisiert. In diesem pH-Bereich ist auch die Wechselwirkung zwischen 
der Spitze des Biegebalkens und der Proteinhülle anziehend, außerhalb davon absto-
ßend. Diese anziehende Kraft führt zu einem Unterschätzen der Größe der Nanoteil-
chen, da der Regelkreis die anziehende Wechselwirkung ausgleichen muss um den 
Kraftsollwert zu erreichen. Umgekehrt führt dieser Effekt dazu, dass außerhalb dieses 
pH-Bereichs die Größe der Nanoteilchen überschätzt wird. Bei der Auswertung der Ver-
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6.3.2. Auswirkung des pH-Werts auf die Größenverteilung von Ferritin 
 
Um die Auswirkungen der Veränderung des pH-Wertes auf die gemessene Größe der 
Proteinhülle zu untersuchen, wurde dieselbe Stelle der mit Ferritinnanoteilchen be-
deckten Oberfläche mehrmals gemessen, während der pH-Wert der umgebenden Lö-
sung geändert wurde. Abbildung 21 zeigt beispielhaft eine solche Messreihe. 
In der folgenden Weise wurde der pH-Wert in der in Abbildung 21 dargestellten Mess-
reihe geändert: pH 6 a), pH 2 b), pH 4 c), pH 6 d), pH 8 e), pH 2 f), pH 4 g), pH 6 h).  
Erwartungsgemäß sollte sich die Proteinhülle der Nanoteilchen zunächst abbauen b), 
dann wieder aufbauen e) und sich dann der Vorgang wiederholen (f-h). 
Die Ferritinnanoteilchen sind homogen auf der Oberfläche des Substrats verteilt, ein-
zelne Nanoteilchen können klar identifiziert werden. Auffallend ist, dass sie in Form 
und Größe sichtbar variieren. Nanoteilchen, die im nächsten Schritt verschwinden sind 
mit einem Quadrat markiert. In diesem Fall wird die Proteinhülle komplett abgebaut 
und auch der Kern zersetzt. Mit einem Kreis markiert sind Nanoteilchen, die über den 
gesamten Ablauf des Experiments sichtbar bleiben, aber ihre Höhe ändern. Pfeile zeigen 
auf Nanoteilchen, die in diesem Schritt neu gebildet wurden. Im ersten Schritt der Ver-
änderung des pH-Werts, von pH 6 (a) zu pH 2 (b), nimmt die Größe der mit einem 
Kreis markierten Nanoteilchen ab. Das oberste Partikel verändert seine Größe von 9 nm 
zu 6 nm. Diese endgültige Größe passt gut zur Größe des Eisenhydroxidkerns. Die mit 
einem Quadrat markierten Nanoteilchen sind im zweiten Schritt nicht mehr sichtbar. 
Im weiteren Verlauf des Experiments wird der pH-Wert schrittweise erhöht, bis der pH-
Wert 8 erreicht wurde (e). Die Größe der mit einem Kreis markierten Teilchen wächst, 
und erreicht in einem Fall einen etwas größeren, als den ursprünglich gemessen Wert 
(initiale Größe 9 nm, Endgröße 13 nm). Im Verlauf von (c) bis hin zu (e) entstehen 
verschiedene neue Nanoteilchen, diese werden durch Pfeile angedeutet. Im letzten Ab-
schnitt dieses Experiments wird der pH-Wert wieder auf pH 2 verringert und ein letztes 
Mal auf pH 8 erhöht. Auch jetzt zeigt sich das typische Verhalten der Nanoteilchen: der 
saure pH-Wert von 2 führt zu einer geringeren Höhe und Anzahl der Teilchen, wird der 
pH-Wert wieder auf 8 erhöht, bilden sich neue Teilchen und die Höhe der bestehenden 
Teilchen nimmt zu. 
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Abbildung 21 Topografie einer Probe mit Ferritinnanoteilchen auf einem Glimmer-Substrat in wässriger Umgebung 
bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Abfolge der eingestellten pH-Werte (und damit auch die zeitliche Abfolge der 
Messung) ist: a) pH 6, b) pH 2, c) pH 4, d) pH 6, e) pH 8, f) pH 2, g) pH 4 und h) pH 6. Die Nanopartikel sind unter-
schiedlich gekennzeichnet: Quadrat = verschwindet im nächsten Schritt, Pfeil = neu entstanden und Kreis = während 
des ganzen Experiments präsent, die unterschiedlichen Größen sind angegeben. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 
100 nm. 
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Dieses Verhalten lässt sich auch für die kernlosen Apoferritinnanoteilchen zeigen. In 
gleicher Weise, wie bei den Ferritinnanoteilchen wurde der umgebende pH-Wert für 
die Apoferritinnanoteilchen verändert und deren Größe gemessen. Eine solche Mess-
reihe ist in Abbildung 22 dargestellt. 
 
 
Abbildung 22 Topografie einer Probe mit Apoferritinnanoteilchen auf einem Glimmer-Substrat in wässriger Umge-
bung bei unterschiedlichen pH-Werten. Ein Teilchen ist herausgegriffen und durch einen weißen Kreis markiert. Seine 
Höhe im jeweiligen Abschnitt des Experiments ist angegeben. Die Abfolge der pH-Werte (und damit auch die zeitliche 
Abfolge der Messung) ist: a) pH 6, b) pH 2, c) pH 3, d) pH 4 und e) pH 6. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 200 nm. 
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Auffallend ist, dass sowohl die Dichte an Teilchen pro Oberfläche, als auch die Größen-
verteilung der Teilchen größer ist, als bei den Ferritin-Proben. Der pH-Wert der umge-
benden Lösung wurde in der folgenden Abfolge verändert: pH 6, pH 2, pH 3, pH 4 und 
pH 6. In jedem Schritt verändert sich die Größe der Nanoteilchen. Ein beispielhaft her-
ausgegriffenes Teilchen hat eine initiale Größe von 12 nm und verringert diese im sau-
ren pH-Wert auf circa 5 nm. Wird der pH-Wert wieder bis auf pH 6 erhöht, so vergrößert 
sich sein Durchmesser bis auf 24 nm und ist damit größer, als der initiale Wert. Da nicht 
nur die Anzahl an Nanoteilchen auf der Oberfläche größer ist, sondern auch deren Po-
sitionsänderung im Verlauf des Experiments, wurde eine statistische Auswertung ge-
wählt und nicht einzelne Teilchen verfolgt. Die Größenverteilungen in Bezug auf den 
jeweiligen pH-Wert im Verlauf der Messung sind in Abbildung 23 als dargestellt 
 
 
Abbildung 23 Enwicklung der Höhenverteilung der Apoferritin Nanoteilchen aus Abbildung 22. Für jeden Schritt der 
Messreihe ist die mittlere Höhe der Teilchen angegeben, sowie die Standardabweichung der Verteilung. Zusätzlich 
zeigt ein Histogramm die Höhenverteilung der Teilchen in jedem Schritt des Experiments. 
 
Grundsätzlich verringert sich die Größe der Apoferritinnanoteilchen, wenn der pH-Wert 
vermindert wird. Das ist sowohl in Abbildung 22 b) an der dunkleren Farbgebung der 
Nanoteilchen erkennbar, kann aber auch aus der zweiten mittleren Höhe in Abbildung 
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23 gelesen werden: die mittlere Höhe sinkt vom ersten zum zweiten Schritt des Expe-
riments von circa 11 nm auf circa 8 nm ab. Gleichzeitig nimmt auch die Standardab-
weichung ab, von circa 10 nm auf circa 7 nm. Das anschließende, schrittweise Erhöhen 
des pH-Werts lässt die mittlere Größe kaum wachsen. Die Standardabweichung nimmt 
jedoch sehr wohl zu, von circa 4 nm auf circa 8 nm. Am Ende der Messreihe hat die 
mittlere Größe einen Wert von circa 10 nm und damit fast den initialen Wert erreicht. 
 Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass je saurer der pH-Wert der umgebenden Lösung 
ist, desto niedriger ist die mittlere Größe der Ferritin- oder Apoferritinnanoteilchen. 
Gemein ist beiden Teilchen auch, dass ein anschließendes Erhöhen des pH-Werts die 
Teilchen wachsen lässt. Diese Beobachtungen sollten keine Artefakte elektrosterischen 
Ursprungs sein (siehe Kapitel 6.3.1), da in dem pH-Wertbereich, in dem die Nanoteil-
chen eine geringe Größe haben, diese Größe auch noch überschätzt wird. Durch die 
abstoßende elektrostatische Wechselwirkung zwischen Messspitze und Apoferritin bei 
einem pH Wert von 2, wird die „Peak Force“ und damit das Ende der Kraft-Abstands 
Kurve früher erreicht und die gemessene Höhe erscheint größer, als dies bei anziehen-
den Kräften der Fall wäre.  Interessanter Weise lassen sich auch neu entstandene Na-
noteilchen finden, an Plätzen, an denen zuvor kein Teilchen gelagert war. Diese entste-
hen vermutlich aus Proteinfragmenten, die sich in der Umgebung befinden und Reste 
von vorher abgebauten Nanoteilchen sind. Vereinzelt werden Teilchenhöhen gemessen, 
die deutlich großer sind, als der typische Durchmesser eines Apoferritin Nanoteilchens. 
Das kann damit erklärt werden, dass sich mehrere Nanoteilchen zu Agglomeraten zu-
sammenlagern können und nicht mehr als unterschiedliche Teilchen identifiziert wer-




Der pH-Wertabhängige Ab- und der Aufbau der Proteinhülle von Ferritin und Apoferri-
tin wurde in situ mit einem Rasterkraftmikroskop untersucht. Dazu wurde in einer ge-
schlossenen Messzelle der umgebende pH-Wert variiert und kontinuierlich Kraft-Ab-
stands Kurvenbasierte rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Topografie der Nano-
partikel erstellt. Die Veränderung der Höhe dieser Teilchen ist ein Maß für den Ab- und 
den Aufbau der Proteinhülle. Je saurer die Umgebung, desto niedriger die Nanopartikel 
und desto stärker ist die Proteinhülle abgebaut. Wird der pH-Wert der Umgebung wie-
der in einen basischen Bereich zurückgebracht, so vergrößert sich auch wieder die Höhe 
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der Teilchen. Die Proteinhülle baut sich also wieder auf. Es konnte auch das Entstehen 
von neuen Nanoteilchen beobachtet werden. 
Kraft-Abstandskurven-basierte Rasterkraftmikroskopie eignet sich gut, um Topografie-
abbildungen in der flüssigen Umgebung einer geschlossenen Messzelle durchzuführen. 
Jedoch ist die Auflösung in diesem Fall nicht hoch genug, um einzelne Strukturen der 
Proteinhülle der Nanopartikel unterscheiden zu können. 
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7. Untersuchung lebender menschlicher Zellen mit quasistatischer Rasterkraftmik-
roskopie 
 
In Kapitel 6 konnte gezeigt werden, dass quasistatische Rasterkraftmikroskopie gut ge-
eignet ist, um die Topografie von Nanoteilchen auf einer glatten Oberfläche schnell und 
mit Nanometer-Genauigkeit abzubilden. Im Folgenden sollen lebende, menschliche Zel-
len mit derselben Methode abgebildet werden. Im Unterschied zu den kleinen, kom-
pakten Nanoteilchen, sind lebende menschliche Zellen vergleichsweise große und sehr 
weiche Objekte. Zusätzlich dazu müssen die Zellen in ihrer Nährlösung gemessen wer-
den, um sie am Leben zu halten. Die Messparameter müssen folglich angepasst werden, 
im Vergleich zu denen in Kapitel 6. 
Der Fokus der Auswertung lag auf der Struktur der Topografie der Zellen und dem 
Vergleich des Aussehens zweier unterschiedlicher Zelllinien. Die beiden Zelllinien un-
terschieden sich dadurch, dass es sich bei der einen Linie um gesunde Zellen und bei 
der anderen Linie um von Krebs befallene Zellen handelte. Beides jedoch waren 




Die folgenden Parameter für die Zellkultur und die rasterkraftmikroskopischen Messun-




Zwei unterschiedliche Zelllinien wurden kultiviert, um anschließend vergleichende 
Messungen der beiden Kulturen im Rasterkraftmikroskop durchführen zu können. Bei 
der einen Zelllinie, „HBL-100“ handelte es sich um gesunde, menschliche Epithelzellen 
aus der weiblichen Brustdrüse. Die andere Zelllinie, „BT-20“, stammt aus einem Krebs-
Tumor, ebenfalls aus dem weiblichen Brustdrüsengewebe. Beide Linien wurden von 
„CLS GmbH“ (Eppelheim, Deutschland) bezogen. Als Zellkulturmedium diente eine Lö-
sung aus Dulbecco's modifed Eagle's medium DMEM (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land), zusammen mit 10 % fötalem Kälberserum (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) und 1 % Penicillin und Streptomycin (Karl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
als Antibiotikum. Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-Lösung 
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(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vom Boden der Zellkulturflasche gelöst, zent-
rifugiert und auf Glasobjektträger gegeben. Die Objektträger wurden in einem vorheri-
gen Schritt plasmabehandelt, um ein besseres Anhaften der Zellen auf der Oberfläche 
zu ermöglichen. Vor der Messung wurden die Zellen mehrere Male mit dem Nährme-
dium gefüttert und mit Phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland) gewaschen. Die Messungen im Rasterkraftmikroskop fanden statt, als die 





Die rasterkraftmikroskopischen Messungen wurden mit einem Bruker „ICON“ Raster-
kraftmikroskop im „Peak Force Tapping“ Modus durchgeführt (siehe Kapitel 2.5, der 
selbe Modus, wie in Kapitel 6), also einer quasistatischen, auf Kraft-Abstandskurven 
basierenden Methode. Sehr weiche Biegebalken mit dreieckiger Form und zwei Stegen 
aus Siliziumnitrid wurden dafür verwendet: Bruker „MLCT-BIO-DC_C“, mit einer nomi-
nalen Federkonstante von 0,01 N/m. Die Messspitze hat die Form einer vierseitigen 
Pyramide mit einem Endradius von 20 nm und einem Öffnungswinkel der Seiten von 
40°. Für die Messungen wurde das Nährmedium gewechselt und ein CO2-unabhängiges 
L-15 Medium (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Mit einer Scanrate 
von 0,1 Hz für eine Zeile wurden auf einer Fläche von 93  93 µm2, 1024 x 1024 Da-
tenpunkte aufgezeichnet. Daraus ergibt sich eine Auflösung von circa 90 nm pro Daten-
punkt, was größer als der Durchmesser des Endes der Messspitze ist. Als Sollwert der 
Kraft (und damit Regelgröße) wurden 150 pN festgelegt. Die Amplitude der Oszillation 
betrug 300 nm, die Schwingungsfrequenz 250 Hz, deutlich unterhalb der Resonanzfre-
quenz für die vertikale Oszillation des Biegebalkens. 
 
7.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
Aus den gemessenen Daten lässt sich recht einfach die Topografie der Probenoberfläche 
rekonstruieren: in diesem Fall entspricht der Höhenwert in der Topografie der z-Posi-
tion am Ende der Kraft-Abstands Kurve. Jeder Mess-Punkt wird mehrmals gemessen 
und nach jeder Kurve die z-Position der Rastereinheit so geregelt, dass am Ende der 
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Kraft-Abstands Kurve die Soll-Kraft erreicht wird. Weicht die in diesem Moment wir-
kende Kraft auf die Messspitze vom Sollwert ab, so kann dies als Regelfehler dargestellt 
werden. Die Darstellung des Regelfehlers eignet sich besonders dazu, Änderungen in 
der Topografie sichtbar zu machen. Praktisch betrachtet handelt es sich um die Ablei-
tung der Topografie. Hier ist der Regelfehler die Abweichung zwischen Führungs- und 
Regelgröße am Ende der Kraft-Abstands Kurve. 
In Abbildung 24 ist jeweils ein Ausschnitt der Probe der BT-20 Krebszellen (a und b) 
und ein Ausschnitt der Probe der gesunden HBL-100 Zellen (c und d) dargestellt. Die 
Topografie ist mit farbiger Höhenskala in a) und c) zu erkennen, der Regelfehler mit 
Grauwertskala in b) und d). 
 
Abbildung 24 Lebende, menschliche Zellen, abgebildet mit quasistatischer Rasterkraftmikroskopie. In a) und b) ist 
ein Ausschnitt einer Probe mit BT-20 Krebszellen abgebildet, in c) und d) ist ein Ausschnitt einer Probe mit gesunden 
HBL-100 Zellen dargestellt. Die Topografie wird jeweils in a) und c) dargestellt, der Regelfehler in b) und in d). Die 
Länge des Skalenbalkens beträgt 10 µm.  Die gelben Vierecke sind mit römischen Ziffern bezeichnet und beziehen 
sich auf vergrößerte Darstellungen in Abbildung 25. Der gelbe Pfeil markiert die Position einer vergrößerten Darstel-
lung in Abbildung 26. 
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In beiden Abbildungen der Topografie sind mehrere, dicht beieinanderliegende Zellen 
zu erkennen. Sie sind von unterschiedlicher und unregelmäßiger Form. Die Krebszellen 
sind klarer voneinander abgetrennt, als die gesunden Zellen. Die Zellkerne treten als 
kompaktere, ovale Objekte hervor und sind insbesondere in Abbildung 24 a) gut zu 
erkennen. Schon in den Topografieabbildungen ist ein faserartiges Netzwerk zu sehen, 
dass sich über die Zellen und teilweise auch über die Zellkerne erstreckt und die einzel-
nen Zellen untereinander zu verbinden scheint. In der Darstellung des Regelfehlers, 
Abbildung 24 b) und d), wird dieses Netzwerk noch deutlicher sichtbar. Insbesondere 
parallele Anordnungen der faserartigen Struktur sind auffallend. Ebenso ist auffallend, 
dass die Zellkerne der gesunden Zellkultur (d) von diesem faserartigen Netzwerk be-
deckt werden, die Krebszellen (b) jedoch eine wesentlich glattere Oberfläche der Zell-
kerne aufweisen. Die Zellkerne der Krebszellen sind rundlicher geformt, als die der ge-
sunden Zellen, die eher als längliche Ovale hervortreten. Auch ist die Größe der Zell-
kerne im Verhältnis zur Gesamtfläche der Zelle bei den Krebszellen größer. 
Einige besondere Stellen des faserartigen Netzwerks sind exemplarisch herausgegriffen 
und einzeln, vergrößert in Abbildung 25 dargestellt. 
 
 
Abbildung 25 Detailausschnitte aus Abbildung 24. Die Ziffern I bis IV markieren in Abbildung 24 die Positionen des 
jeweiligen Ausschnitts. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 1 µm. 
Dieses parallele faserartige Netzwerkt tritt in den Bereichen zwischen zwei Zellen auf. 
Die Abstände zwischen solchen Fasern betragen hier zwischen circa 0,3 µm und 1,2 µm. 
Das Zellskelett besteht im Wesentlichen aus drei Bestandteilen: den Aktinfilamenten, 
den Intermediärfilamenten und den Mikrotubuli. Da die Größe eines Datenpunktes in 
diesen Messungen 90 nm beträgt, handelt es sich bei diesen Strukturen wahrscheinlich 
im Bündel aus nahe zusammenliegenden Fasern wie Aktinfilamenten, die durch das 
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Protein Fascin gebunden sein können. Auch weisen solche Bündel eine entsprechende 
Biegefestigkeit auf, um einen mechanischen Widerstand für die Messspitze zu geben 
[122]. Bei den Strukturen in Abbildung 25 handelt es sich um Zell-Zell-Verbindungen. 
Die Mikrotubuli, als Bestandteil des Zellskeletts, gehen von einer zentralen Struktur 
aus. Dieses „Mikrotubuli-organisierendes Zentrum“ ist in Abbildung 26 zu sehen. 
 
 
Abbildung 26 Detailausschnitt der mit einem Pfeil markierten Bereichs in Abbildung 24 d. Die Topografie und der 
Regelfehler sind dargestellt. Zu erkennen ist ein Mikrotubuli-organisierendes Zentrum (MTOC, microtubule organi-
zing center). Die Länge des Skalenbalkens beträgt 1 µm. 
Während in der Abbildung der Topografie die aufeinander zu laufenden Mikrotubuli 
nicht klar voneinander unterscheidbar sind, lässt die Abbildung des Regelfehlers auch 
hier eine klare Darstellung der Struktur erkennen. Strahlenförmig von der Mitte des 
Bildes ausgehend lassen sich vier Bündel erkennen, die sich aus dem Bild heraus über 




Quasistatische Rasterkraftmikroskopie ermöglicht es, sehr weiche Proben auf einer gro-
ßen Fläche abzubilden. Hier wurden unterschiedliche lebende, menschliche Zellen un-
tersucht. Mit dieser Methode ist es möglich neben der Topografie der Zellen auch innere 
Strukturen sichtbar zu machen. So kann beispielsweise der Zellkern identifiziert wer-
den, das Zellskelett und Zell-Zell-Verbindungen. Nicht möglich ist es jedoch, die Tie-
fenlage solcher Strukturen zu bestimmen. Diese Strukturen werden hier über den Re-
gelfehler sichtbar, der eine Tiefenbestimmung nicht zulässt. 
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8. Nanomechanische Charakterisierung von lebenden menschlichen Zellen unter 
der Oberfläche 
 
In Kapitel 7 wurde bereits gezeigt, dass lebende, menschliche Zellen mit dem Raster-
kraftmikroskop abgebildet werden können und auch deren innere Struktur sichtbar ge-
macht werden kann. Jedoch ist bei der dort angewandten Methode keine Tiefenauflö-
sung vorhanden und eine mechanische Quantifizierung in der Tiefe nicht möglich. Das 
folgende Kapitel soll zeigen, wie diese Nachteile umgangen werden können. 




Üblicherweise werden Zellen mittels optischer Mikroskopiemethoden untersucht. Dazu 
stehen eine Reihe unterschiedlicher Kontrastmethoden zur Verfügung: Amplitudenkon-
trast (Hellfeld), Phasenkontrast, differenzieller Interferenzkontrast, Polarisationsmikro-
skopie, Dunkelfeld Kontrast oder Fluoreszenzmikroskopie. Mit diesen Methoden ist es 
möglich, die für sichtbares Licht sehr transparenten biologischen Zellen sichtbar zu ma-
chen und auch bestimmte Organellen in den Zellen zu verdeutlichen. Mittels Fluores-
zenzmikroskopie können beispielsweise der Zellkern, Aktinfilamente, Mikrotubuli oder 
fokale Adhäsionspunkte in den Zellen angefärbt und somit sichtbar gemacht werden. 
Jedoch sind diese Abbildungen immer die zweidimensionale Projektion eines dreidi-
mensionalen Objekts. Die Positionen der Tiefenlage der angefärbten Objekte geht im 
Allgemeinen verloren, wenn einfache Fluoreszenzmikroskopie benutzt wird. Mit einem 
konfokalen Aufbau ist es möglich, durch verschiedene Schichten hindurch zu gehen und 
eine dreidimensionale Abbildung zu erstellen. Jedoch ist die Auflösung durch die Wel-
lenlänge des verwendeten Lichts begrenzt. Diese Grenze kann mit deterministischen 
oder stochastischen Mikroskopiemethoden umgangen werden [123, 124].  
Für eine mechanische Charakterisierung der Proben, sind diese Methoden nicht geeig-
net. Eine Kombination aus optischen Methoden und Rasterkraftmikroskopie kann je-
doch beide Informationen liefern: die Identifikation von subszellularen Strukturen mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie und die nanometergenaue mechanische Charakterisierung 
in alle Raumrichtungen mittels Rasterkraftmikroskopie. 
Betrachtet man einzelne Zellen, so sind Krebszellen im Allgemeinen weicher, als ihre 
gesunden Varianten. Das kann sehr gut mittels rasterkraftmikroskopiebasierten Kraft-
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Abstands-Kurven-Messungen gezeigt werden, wenn mit einer definierten Kugel auf die 
zu untersuchende Zelle gedrückt wird („colloidal probe technique“). In diesem Fall ist 
jedoch die Auflösung durch die verhältnismäßig große Kugel als Messsonde am Biege-
balken (typischer Durchmesser: 1 µm) sehr begrenzt und es ist nicht möglich den loka-
len Ursprung der Veränderung in den mechanischen Eigenschaften zu sehen. Dazu sind 
Messungen mit hoher Auflösung notwendig, was erreicht werden kann, wenn scharfe 
AFM-Spitzen benutzt werden. 
Erste Arbeiten, in denen biologische Proben mittels statischer Kraft-Abstands-Kurven 
mit hoher Auflösung untersucht wurden, stammen von Roduit et al. [125]. Hier wurden 
sowohl lebende Neuronen, als auch Markophagen untersucht [126] und die Methode 
als „Stiffness Tomography“ bezeichnet. Mit dieser Methode ist es möglich, dreidimensi-
onale Abbildungen der mechanischen Eigenschaften zu erhalten. Schon zuvor wurden 
solche Messungen durchgeführt, aber die Auswertung führte nur zu zweidimensionalen 
Abbildungen [127], wobei die Idee eine dreidimensionale Auswertung vorzunehmen 
schon existierte [128], aber technisch nicht umgesetzt wurde. 
Bis heute wurde diese Methode auf einer Vielzahl von weichen Materialien angewandt, 
beispielsweise: Polymeren [129], Biopolymeren [130], Bakterien [131], Zellen [126] 
und Zellorganellen [132]. Es ist zusätzlich möglich, spezifische Moleküle an die AFM-
Spitze zu binden und gleichzeitig zu den mechanischen Eigenschaften Ligand-Rezeptor-
Interaktionen zu untersuchen [133]. Auch das Anbinden von Viren an die AFM-Spitze 
ist in dieser Weise möglich [134]. Verschiedene Software-Codes stehen heute zur freien 
Verfügung um solche Daten auszuwerten [135-137]. 
Wichtig zu bemerken ist, dass in den meisten Fällen bisher die Daten als zweidimensi-
onale Abbildungen ausgewertet wurden.  
Im Folgenden wird die dreidimensionale nanomechanische Charakterisierung von gan-
zen, lebenden Krebszellen vorgestellt. Sowohl das Vorgehen, wie auch die Ergebnisse 
werden diskutiert. 
 
8.2. Experimentelles Vorgehen 
 
In diesem Abschnitt werden alle Schritte dargestellt, die notwendig sind, um die Mes-
sungen durchzuführen und die Ergebnisse auszuwerten 
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8.2.1. Probenherstellung und Zellkultur 
 
Die Herstellung der Proben erfolgt nahezu analog zu Kapitel 7.1.1. Die selben Krebszel-
len wie in Kapitel 7 wurden als Passage 40 vom Hersteller bezogen („BT-20“, CLS 
GmbH, Eppelheim, Deutschland), aufgetaut und in T25 Zellkulturflaschen kultiviert 
(Corning Life Scienes, Tewksbury, USA). Als Kulturmedium wurde DMEM mit hohem 
Glucoseanteil (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) verwendet, 
dem als Wachstumsfaktor 10 % Fötales Kälberserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland) und als Antibiotikum 1 % Penicillin und Streptomycin (Karl 
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zugesetzt worden ist. Nach einer Inkubations-
dauer von circa 1,5 bis 2 Tagen bei 37° C, 5 % CO2 in der umgebenden Luft, sowie 
100 % Luftfeuchtigkeit, waren die Zellkulturflaschen konfluent bewachsen. Nach drei 
Passagen wurden die Zellen in Glaspetrischalen (Karl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land) weiter kultiviert, um Fluoreszenz und AFM Experimente gleichzeitig durchführen 
zu können. 
 
8.2.2. Optische Mikroskopie 
 
Um die Zellkerne zu markieren, wurden 2 µl DAPI Lösung (4′,6-Diamidin-2-phenylin-
dol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in 2 ml Zellkulturmedium gegeben und 
die zu untersuchenden Zellen darin 10 Minuten inkubiert. Nach zweimaligem Waschen 
mit PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
wurden die Zellen im optischen Mikroskop („Axiovert“, Zeiss, Oberkochen, Deutsch-
land) im Hellfeld und Fluoreszenz untersucht. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit 
einer „Colibri“-LED-Lichtquelle (Zeiss, Oberkochen, Deutschland), mit einer Anregungs-




Die lebenden Zellen wurden bei Raumtemperatur in ihrem Kulturmedium in einer Pet-
rischale gemessen. Ein Rasterkraftmikroskop „NanoWizard II“ (JPK BioAFM Business, 
Berlin, Deutschland) wurde benutzt, um Karten von Kraft-Abstands Kurven aufzuneh-
men. Als Biegebalken diente ein „SNL-D“ (Bruker AFM Probes Nanofabrication Center, 
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Camarillo, USA) mit einer typischen optischen Sensitivität von 𝑠 ≈ 55 𝑛𝑚 𝑉⁄  und einer 
typischen Federkonstante von 𝑘 ≈ 0.07 𝑁 𝑚⁄ . Vor jeder Messung wurde der jeweilige 
Biegebalken hinsichtlich seiner Federkonstante und seiner optischen Sensitivität kalib-
riert. Auf konfluenten Bereichen der Zellkultur wurden auf einer Fläche von 30 ×
30 𝜇𝑚2 jeweils 256 × 256 Kraft-Abstands Kurven aufgenommen. Das ergibt eine late-
rale Auflösung von 117 × 117 𝑛𝑚2 pro Pixel. Die Länge jeder Kraft-Abstands Kurve 
wurde auf 3 µ𝑚 eingestellt, die Geschwindigkeit in z-Richtung auf 𝑣𝑧 = 80 µ𝑚 𝑠⁄  (das 
bedeutet circa 27 Kurven pro Sekunde), bei einer Datenerfassungsrate von circa 16 kHz, 
was zu einer Tiefenauflösung von circa 5 nm pro Messpunkt führt. Die Führungsgröße 
(und damit das Ende der jeweiligen Kraft-Abstands Kurve) wurde bei einer wirkenden 
Kraft von 2 nN festgelegt. Die Kraft muss groß genug sein, um eine signifikante Ein-
dringtiefe in die Zelle zu erreichen, aber klein genug, damit die Zelle keinen Schaden 
nimmt. Es war möglich dieselbe Stelle mehrere Male hintereinander zu messen, ohne 
dass Schäden an der Zelle festgestellt werden konnten. Um Karten mit hoher Auflösung 
zu erhalten, wurden auf 6 × 6 𝜇𝑚2 jeweils 128 × 128 Kraft-Abstands Kurven aufgenom-
men, was zu einer lateralen Auflösung von circa 47 × 47 𝑛𝑚2 pro Pixel führt. Alle an-
deren Einstellungen blieben gleich. 
Die Dauer einer Messung betrug für die größeren Ausschnitte mit niedriger Auflösung 
circa 4 Stunden und für die kleinen Ausschnitte mit hoher Auflösung circa 30 Minuten. 
Um optische und AFM-Bilder überlagern zu können wurden mit der Messsonde 25 Re-
ferenzpunkte für ein Bild angefahren und so die optischen und rasterkraftmikroskopi-
schen Bilder miteinander kalibriert („DirectOverlayTM“, JPK BioAFM Business, Berlin, 
Deutschland). 
 
8.3. Auswertung der Daten 
 
Es sind mehrere Schritte zur Auswertung der Daten erforderlich. Die Abfolge und Kor-
rektur der gemessenen Kraft-Abstands Kurven durch die Bearbeitung wurde im Allge-
meinen in Kapitel 3.2 erklärt und dort in Abbildung 10 dargestellt. 
Hier werden zunächst die gemessenen Daten mit einem Savitzky-Golay Filter geglättet 
[65]. Dabei werden die Daten durch eine polynomiale Regression aus äquidistanten 
Stücken beschrieben. Das ist notwendig um Rauschen, durch die für rasterkraftmikro-
skopische Messungen laute Umgebung im Labor, zu unterdrücken. 
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Im zweiten Schritt wird eine lineare Funktion an den flachen Bereich (der „Basislinie“) 
zu Beginn der jeweiligen Kraft-Abstands Kurve angepasst. Diese lineare Funktion wird 
dann von der ganzen Kurve abgezogen, sodass die Basislinie auf der Nulllinie liegt. 
Um den Kontaktpunkt zwischen Spitze des Biegebalkens und der Oberfläche der zu 
messenden Zelle zu bestimmen, wird der Datenpunkt gefunden, der als erster, beim 
Annähern an die Oberfläche, um mindestens das Zehnfache der Standardabweichung 
der Basislinie abweicht. Die Kraft-Abstands Kurve wird im dritten Schritt z-Richtung 
verschoben, sodass der Kontaktpunkt bei z=0 liegt. 
Um die tatsächliche Position der Spitze auf der z-Achse auftragen zu können, muss die 
Höhe mit der Verbiegung des Biegebalkens korrigiert werden. Dazu wird in einem vier-
ten Schritt die durch die Kraft wirkende Verbiegung von der Höhe abgezogen (siehe 
Kapitel 2.5 Formel (14)). 
 
Verschiedene physikalische Größen können nun aus den Daten abgelesen werden:  
 die Position des Kontaktpunktes  die Topografie der Probe 
 die Position bei dem Erreichen des Kraft-Sollwerts 
 die maximale Eindringtiefe, also die Strecke von Kontaktpunkt bis Erreichen des 
Kraft-Sollwerts 
Zwei weitere Größen können erhalten werden, wenn: 
 eine lineare Funktion an den ansteigenden Bereich abstoßender Kräfte angepasst 







∙ ℎ2 an den Großteil der gemessenen Kurve angepasst wird, 
ergibt den Elastizitätsmodul der Probe an dem jeweils gemessenen Punkt, mit 
=20° und =0,5 (vgl. auch Kapitel 2.6)  „kumulativer“ Elastizitätsmodul 
 
Die gemessenen Kraft-Abstands-Kurven können auch schrittweise (hier: in Schritten 
von 20 nm) ausgewertet werden. Die auf diese Weise erhaltenen Größen sollen im Fol-
genden „lokal“ genannt werden (vgl. auch Kapitel 2.6). Die vorher genannte und übli-
che Variante, bei der die Größen aus dem Großteil der Kurve durch eine Fitfunktion 
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Direkt auslesbare lokale Größen sind: 
 Die lokale Kraft, also die Kraft, die in einer bestimmten Eindringtiefe auf die 
Spitze des Biegebalkens wirkt 
 Die lokale Steigung, das heißt die Ableitung der Kraft nach der Eindringtiefe, 
also die lokale effektive Spitze-Probe Steifigkeit 
Um auch den Elastizitätsmodul lokal auswerten zu können, wird die Funktion zunächst 
über h2 aufgetragen. Die Art der Auftragung ist abhängig von der Spitzengeometrie 
(siehe Kapitel 2.6). Der lokale E-Modul ergibt sich dann aus der Steigung dieser Kurve. 
So können Karten der Kraft, Steigung und des Elastizitätsmoduls in jeder beliebigen 
Eindringtiefe erstellt werden oder auch Schnitte durch die xz- oder yz-Ebene, wie auch 
dreidimensionale Abbildungen. 
Um die Daten zu verarbeiten, wird ein „Matlab“ [138] Skript verwendet. Dieses erlaubt 
die Daten einzulesen, die Korrekturen vorzunehmen und die Berechnungen der „kumu-
lativen“ und „lokalen“ Größen durchzuführen. Dieses Skript basiert auf Arbeiten von 
Spitzner, Riesch, Dehnert und Magerle (TU Chemnitz). Die zweidimensionale Darstel-
lung der Ergebnisse erfolgte mittels der freien Software „ImageJ“ [139] und „Gwyd-
dion“ [118]. Dreidimensionale Darstellungen werden mit der freien Software „Blender“ 
[140] realisiert. 
 
8.4. Ergebnisse und Diskussion 
 
Zunächst sollen hier die Ergebnisse der optischen und Fluoreszenzmikroskopie im Zu-
sammenhang mit der kumulativen Auswertung der Karten von Kraft-Abstands Kurven 
präsentiert und diskutiert werden. In Abbildung 27 sind die Ergebnisse dieser Messun-
gen anhand einer fluoreszenzgefärbten Probe von BT20 Zellen dargestellt. 
Die Abbildungsteile a) und b) zeigen die Ergebnisse der optischen Mikroskopie. Das in 
diesen beiden Abbildungsteilen eingezeichnete, weiße Quadrat zeigt den Ausschnitt, 
der im Anschluss mittels Rasterkraftmikroskopie ausgewertet wurde. Bereits im Hellfeld 
der optischen Mikroskopie (Abbildung 27 a) können die Positionen und Abmessungen 
der Zellkerne sehr gut bestimmt werden. Die Kernkörperchen (die „Nukleoli“) im Zell-
kern sind ebenfalls als dunklere Punkte sichtbar. Die Begrenzungen der jeweiligen Zelle 
zur Nachbarzelle oder dem umgebenden Medium sind ebenfalls noch zu erkennen. Um 
die Positionen und Ausdehnungen der Zellkerne zu bestätigen wurden diese mittels 
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DAPI Fluoreszenzgefärbt (Abbildung 27 b). In der Fluoreszenzabbildung sind die Zell-
kerne sehr gut abgetrennt von der Umgebung zu erkennen. 
 
 
Abbildung 27 Optische und rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von zwei lebenden, menschlichen (Krebs-)Zellen 
des Typs BT-20. Die Abbildungen a) und b) zeigen optische Aufnahmen, a) eine Hellfeldabbildung, b) die mit DAPI 
fluoreszenzgefärbten Zellkerne. Die Abbildungen c) bis f) zeigen rasterkraftmikroskopische Messergebnisse, in dem 
in a) und b) durch ein weißes Rechteck gekennzeichneten Ausschnitt. In c) ist die Höhe bei Erreichen der Führungs-
größe abgebildet. Die maximale Eindringtiefe der Messspitze in die Probe ist in d) dargestellt. e) zeigt die Höhenpo-
sition des Kontaktpunkts und damit die Topografie der Zelloberfläche, der kumulative Elastizitätsmodul ist in f) dar-
gestellt, besondere Stellen sind mit einem weißen Pfeil gekennzeichnet und im Text erläutert. Die Länge des Skalen-
balkens beträgt 10 µm. 
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Die weiteren Abbildungsteile (c-f) stellen die kumulative Auswertung der Rasterkraft-
mikroskopischen Messungen dar. Abbildungsteil c) zeigt die h-Position der Messspitze 
beim Erreichen des Kraft-Sollwertes und kann als eine Mischung aus Topografie und 
mechanischen Eigenschaften verstanden werden. Die beiden Zellkerne sind als höher-
liegende Objekte klar von ihrer Umgebung abgetrennt zu erkennen. Gleichzeitig ist ein 
faserartiges Netzwerk zu sehen, dass sich über die Zellkerne spannt und auch in die 
Zellperipherie eindringt. Das kleine, weiße Quadrat in diesem Abbildungsteil zeigt den 
später hochauflösend gemessenen Ausschnitt auf der Probe. Abbildungsteil d) zeigt die 
Tiefe des Eindringens in die Zelle, also den Abstand in h-Richtung zwischen Kontakt-
punkt und dem Punkt des Erreichens des Kraft-Sollwerts. Auch hier ist das faserartige 
Netzwerk zu erkennen, als Bereich geringerer Eindringung. Die beiden Zellkerne sind 
ebenfalls als Bereiche geringerer Eindringung zu erkennen. Die Eindringtiefen in die 
Kerne und auch in das faserartige Netzwerk liegen im Bereich von 𝛿𝐸𝑖𝑛𝑑 =
[300 − 400] 𝑛𝑚. Der umgebende Bereich weist eine Eindringung von bis zu 600 nm auf. 
Innerhalb der Zellkerne sind Sprenkel höherer Eindringung zu erkennen. Abbildungsteil 
e) zeigt die jeweilige h-Position des Kontaktpunktes und damit die wahre Oberfläche 
(=Topografie) der Zelle. Beide Zellen können als getrennte Objekte erkannt werden. 
Ihre Oberfläche ist jeweils gekrümmt und weißt eine Vielzahl von Merkmalen auf, die 
später noch genauer beschrieben werden. Das faserartige Netzwerk ist ebenfalls gut zu 
erkennen. Der letzte Abbildungsteil f) zeigt den kumulativen Elastizitätsmodul. Auch 
hier sind die beiden Zellkerne wieder gut sichtbar und von der Umgebung abgetrennt 
zu erkennen. Die Sprenkel in ihrem Inneren sind als weichere Bereiche sichtbar. Der 
linke Zellkern weist eine weniger gleichmäßige Verteilung des Elastizitätsmoduls auf: 
gerade um die weicheren Sprenkel liegen Bereiche, die härter sind, als der sonstige 
Bereich des Zellkerns. Diese Positionen sind durch Pfeile im Bild deutlich gemacht. Das 
faserartige Netzwerk erscheint in der Zellperipherie als etwas weicher, als die Zellkerne.  
Mit einer weiteren Zellprobe wurde verfahren, wie mit der eben vorgestellten. In Ab-
bildung 28 sind die Oberflächen der beiden Proben nebeneinander dargestellt. Sie sol-
len im Folgenden genauer ausgewertet werden. 
Dargestellt ist jeweils die z-Position der Spitze bei Erreichen des Kontaktpunktes, also 
die Topografie der äußeren Zellbegrenzung. Beide Aufnahmen sind sich grundsätzlich 
ähnlich: die Oberflächen und Begrenzungen der Zellen sind erkennbar, das faserartige 
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Netzwerk zeigt sich in beiden Messungen, genauso wie Sprenkel im Bereich der Zell-
kerne. 
 
Abbildung 28 Die Topografie zweier unterschiedlicher Proben lebender, menschlicher Zellen. Einzelne, besondere 
Stellen sind herausgegriffen und deren Profil der Topografie dargestellt und im Text genauer erläutert. Bild a) ent-
spricht Abbildung 27 e.  
 
In beiden Aufnahmen wurden an jeweils 4 Stellen Höhenprofile extrahiert und separat 
dargestellt. Positionen a.I und a.III in Abbildungsteil a) zeigen kreisförmige Objekte, 
die aus der Zellmembran herausragen. Im Vergleich zu ihrer direkten Umgebung haben 
diese beiden Objekte eine Höhe von 1,0 µm (Position a.I) und 0,4 µm (Position a.III). 
Die Objekte an den Positionen a.II und a.IV ragen deutlich weniger aus der Zellmemb-
ran heraus und sind auch nicht rundlich geformt, eher faserartig. Solche Objekte finden 
sich auch in Abbildungsteil b). Zum Beispiel hat das Objekt an Position b.I in Abbil-
dungsteil b) eine ähnliche Form und Ausdehnung, wie a.II und a.IV. Die Objekte an den 
Positionen b.II und b.IV haben jedoch eine längliche Form, wobei sie sich in ihrer Aus-
dehnung deutlich unterscheiden. Das Objekt an Position b.IV ist circa dreimal so lang 
(15 µm), wie das an Position b.II (5 µm). Das Objekt an Position b.III hat eine unregel-
mäßige und knubbelige Form und scheint zwei Zellen miteinander zu verbinden. 
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Abbildung 29 Kumulative Auswertung verschiedener Größen einer rasterkraftmikroskopischen Messung an leben-
den menschlichen Zellen. Abbildungsteil a) zeigt die Höhe bei Erreichen der Führungsgröße der Kraft, b) die Topo-
grafie (als Position des Kontaktpunkts), in c) die maximale Eindringtiefe der Messspitze in die Probe und in d) den 
kumulativen E-.Modul. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 10 µm. Die gestrichelte Linie deutet die Position der xz-
Schnitte in Abbildung 31 an. 
 
Abbildung 29 zeigt die gesamte Auswertung des Datensatzes von Abbildung 28 b. In 
den Abbildungsteilen a bis d sind Karten der kumulativen Auswertung dargestellt, wie 
es bereits in Abbildung 27 d bis f für andere Messdaten durchgeführt worden ist. Ab-
bildungsteil a) zeigt die Position der Messspitze bei Erreichen des Kraft-Sollwertes b) 
zeigt die Position des Kontaktpunkts, also die Topografie der Zelle. Abbildungsteil c) 
den Abstand zwischen Kontaktpunkt und Erreichen des Kraft-Sollwertes, also die maxi-
male Eindringtiefe und Abbildungsteil d) schließlich den kumulativen Elastizitätsmo-
dul. Die gestrichelte, weiße Linie deutet die Position der xz-Profile an, die in Abbildung 
31 dargestellt sind. Dort wird die jeweilige Größe (wirkende Kraft, Änderung der Kraft 
und E-Modul) lokal ausgewertet. 
Die kumulative Auswertung zeigt dieselben Tendenzen, wie sie bereits in der vorheri-
gen Probe mit zwei Zellen sichtbar gewesen waren: Zellkerne als topografisch erhabene 
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Strukturen mit höherem Elastizitätsmodul, faserartiges Netzwerk auf den Zellkernen 
und in der Peripherie der Zellen, sowie Objekte auf der Zellmembran. Auffallend sind 
die Sprenkel höheren Elastizitätsmoduls innerhalb der Zellkerne, die insbesondere im 
Zellkern rechts unten auffallen. Bei diesen Bereichen handelt es sich um Kernkörper-
chen, dichtgepackte Bereiche ribosomaler DNS. Mittels Brillouinmikroskopie konnte be-
reits gezeigt werden, dass Kernkörperchen einen höheren Elastizitätsmodul aufweisen, 
als die Kernhülle oder das Zytoplasma [141]. 
Verschiedene Bereiche der Zelle weisen also charakteristische mechanische Eigenschaf-
ten auf. Das ist in Abbildung 30  genauer untersucht. Dazu wurde ein Histogramm des 
E-Moduls aus Abbildung 29 d erstellt (dessen Fläche ist auf 1 normiert). 
 
 
Abbildung 30 Häufigkeitsverteilung des E-Moduls der Messung aus Abbildung 29 d). Der schwarze Graf zeigt die 
tatsächliche Verteilung, in grün sind drei Gauß-Verteilungen eingezeichnet, die mit den drei lokalen Maxima des 
schwarzen Grafen korrespondieren. Der orangene Graf zeigt die Summenkurve der Gauß-Verteilungen. 
 
Offenbar treten drei verschiedene Module auf. Drei verschiedene Gauß-Kurven wurden 
an die Daten angepasst und deren Maxima ausgelesen. Es sind drei Bereiche erkennbar, 
die dem Zellkern, dem Zellskelett und der umgebenden Zellbereich zugeordnet werden 
können: 𝐸𝐾𝑒𝑟𝑛 = 36 𝑘𝑃𝑎, 𝐸𝑆𝑘𝑒𝑙𝑒𝑡𝑡 = 16 𝑘𝑃𝑎 und 𝐸𝑈𝑚𝑔𝑒𝑏𝑢𝑛𝑔 = 8 𝑘𝑃𝑎. Die hier erhaltenen 
Werte sind um eine Größenordnung niedriger, als bei Messungen der mechanischen 
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Eigenschaften einer Doppellipidschicht mittels Rasterkraftmikroskopie in [142, 143]. 
Obwohl die Messmethode sehr ähnlich ist, liegen die erhaltenen Werte weit auseinan-
der. Wichtigster Grund dafür ist: die mechanischen Eigenschaften des Substrats, auf 
dem sich die zu messende Schicht befindet, wirken in die Probe hinein [144]. Bei den 
Messungen hier liegt unter der Zellmembran die eigentliche Zelle – bei den zitierten 
Referenzmessungen liegt die „Zellmembran“ direkt auf dem Substrat auf.  
Nachdem im vorangegangenen Abschnitt die Auswertung der gemessenen Kraft-Ab-
stands Kurven kumulativ (also als Ganzes) erfolgt ist, soll im Folgenden eine lokale 
Betrachtung gewählt werden. So wird (wie oben beschrieben) ermöglicht, tiefenaufge-
löst lokale Größen zu erhalten und in die Probe hinein zu sehen. 
In der lokalen Auswertung der Daten in Abbildung 31, sind drei Größen in x-Richtung 
als Funktion der z-Position ausgewertet und dargestellt: die lokale Kraft, die lokale Stei-
gung und der lokale Elastizitätsmodul. Die Topografie des Schnitts ist als schwarze Linie 
dargestellt.  
Die lokale Kraft nimmt monoton mit der Tiefe zu. Lokale Unterschiede oder Auffällig-
keiten sind nicht zu erkennen. Die lokale Steigung zeigt jedoch einen komplexeren Ver-
lauf. Grundsätzlich nimmt die Steigung zwar zu, je tiefer in die Zelle eingedrungen 
wird, zeigen sich jedoch im Verlauf durch die x-Richtung deutliche Unterschiede. Im 
linken und im ganz rechten Bereich ist der Anstieg der Steigung deutlich sichtbar grö-
ßer, als im dazwischenliegenden Bereich.  
Die Randbereiche sind genau die Bereiche, an denen jeweils die Zellkerne lokalisiert 
sind, der Zwischenbereich besteht im Wesentlichen aus Zytoplasma. Betrachtet man 
den lokalen Elastizitätsmodul, so ist die auffallendste Beobachtung, eine (Deck-)Schicht 
mit hohem Elastizitätsmodul (gelber Bereich, circa 150 kPa), direkt unterhalb der Ober-
fläche. Diese Schicht zieht sich durch die gesamte Breite der Messung und ist nur an 
einigen Stellen unterbrochen. Unter dieser Schicht liegen Bereiche mit geringerem Elas-
tizitätsmodul (blaue Bereiche).  
Es ist bemerkenswert, dass diese weicheren Bereiche zuverlässig unter der härteren 
Schicht detektiert werden können. Ein Grund dafür könnte sein, dass auch die äußeren 
Zellbegrenzungen keine starren Gebilde sind, sondern flüssigkeitsartige Eigenschaften 
aufweisen können. So könnte die Messspitze reversibel durch diese Schicht dringen und 
darunterliegende Strukturen detektiert werden (vgl. Abbildung 11 a). 
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Abbildung 31 Lokale Darstellung der Kraft, der Steigung der Kraft und des E-Moduls als xz-Schnitte in die Tiefe der 
in Abbildung 29 gezeigten Messung (an der Position der gestrichelten Linie). 
 
Nur mit der lokalen Auswertung der Kraft-Abstands Kurven ist es möglich solche Ver-
änderungen im Elastizitätsmodul zu beobachten und insbesondere unterhalb von här-
teren Schichten, weichere Bereiche zu identifizieren. 
Im Folgenden soll die Betrachtungsweise geändert werden und xy-Ebenen in verschie-
denen Eindringtiefen betrachtet werden. In Abbildung 32 ist der in Abbildung 27 c als 
weißes Quadrat markierte Ausschnitt dargestellt. Die Größen Steigung, Kraft und Elas-
tizitätsmodul werden für die jeweilige Eindringtiefe ausgewertet dargestellt. 
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Abbildung 32 Die Steigung der Kraft, die Kraft und der E-Modul eines Ausschnitts aus der Probe aus Abbildung 27 
sind tiefenaufgelöst in verschiedenen Schnitten dargestellt. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 1 µm. 
Diese Messergebnisse zeigen zunächst zwei Dinge: erstens sind die Proben bei Raum-
temperatur stabil genug, sodass es möglich ist, dieselbe Stelle mehrmals hintereinander 
abzubilden und zweitens sind auch höhere Auflösungen in der Ebene (besser als 50 nm) 
möglich, beides ohne die Zelle dabei zu schädigen. 
In allen ausgewerteten Größen sind Strukturen zu erkennen, die je nach Eindringtiefe 
entstehen und dann wieder verschwinden. Es treten zwei verschiedene Arten von Struk-
turen auf: faserartige Netzwerkstrukturen und flache Bereiche, die von den faserartigen 
Strukturen begrenzt werden. Die faserartigen Netzwerke lassen sich dem Zellskelett 
zuordnen, die flachen Bereiche sind Regionen zwischen den Filamenten des Zellske-
letts. Eine solche flache Struktur ist der mit „a“ markierte Bereich. Er tritt am Beginn 
der Abbildungsreihe auf und weist in allen drei dargestellten Größen höhere Werte auf, 
als seine Umgebung. Betrachtet man die Abbildungen der Kraft, so wird dies besonders 
bei einer Eindringtiefe von 100 nm deutlich: die flache Struktur ist klar erkennbar, als 
Bereich in dem eine deutlich höhere Kraft wirkt, als in der Umgebung. In den Darstel-
lungen der Steigung und des Elastizitätsmoduls ist dieser Bereich in dieser Eindringtiefe 
jedoch nur noch schlecht zu erkennen. Das zeigt, dass die verschiedenen Größen unter-
schiedlich sensitiv zu bestimmten Strukturen sind. Im Bereich größerer Eindringtiefe 
verändert sich die Farbe der flachen Struktur zu grün: die maximale Eindringtiefe 
wurde erreicht, das heißt der Kraft-Sollwert (in diesem Fall 4 nN) würde bei weiterem 
Eindringen überschritten. Das bedeutet, dass diese Struktur in einem Bereich zwischen 
0 nm und 200 nm Tiefe unterhalb der Zellmembran liegt. Die lateralen Abmessungen 
lassen sich ebenfalls ablesen: circa 0,6 µm in x-Richtung und circa 1,0 µm y-Richtung. 
In der Abbildungsreihe der Steigung der Kraft und der Kraft selbst, lässt sich die Netz-
werkartige Struktur gut erkennen, die bereits in der kumulativen Auswertung sichtbar 
geworden ist. Hier ist es nun zusätzlich auch möglich, Informationen über die Tiefen-
lage dieser Strukturen zu erhalten. Im gezeigten Ausschnitt scheint die Struktur eine 
Vorzugsorientierung in y-Richtung zu haben. Sie begrenzt Zwischenräume, wie bei-
spielsweise den mit „b“ markierten Bereich. Es lassen sich dickere Stränge (beispiels-
weise an Position „c“) von dünneren unterscheiden (beispielsweise an Position „d“). 
Bemerkenswert ist, dass diese Strukturen in der Abbildungsreihe des Elastizitätsmoduls 
nicht sichtbar sind. Die Unterschiede in den mechanischen Eigenschaften zwischen den 
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verschiedenen Strukturen scheinen zu gering um in dieser Darstellung unterscheidbar 
zu sein. Je weiter die Spitze des Biegebalkens in die Zelle eindringt, desto mehr Struk-
turen verschwinden und der grüne Hintergrund wird sichtbar. Das liegt daran, dass 
jeweils der Kraft-Sollwert erreicht wurde und somit das Ende der Kraft-Abstands Kurve. 
Um Informationen aus tieferliegenden Bereichen zu erhalten, könnte ein höherer Kraft-
Sollwert verwendet werden, eventuell unter Zuhilfenahme eines Biegebalkens mit einer 
höheren Federkonstante. Dies ginge dann aber Zulasten der Sensitivität und könnte 
auch zu einer dauerhaften Schädigung von Strukturen in der Zelle führen. 
Die aus der lokalen Auswertung gewonnen Informationen können auch in einer Aus-
gabe mit den Informationen aus der kumulativen Auswertung und der optischen Mik-
roskopie dargestellt werden.  
 
 
Abbildung 33 Dreidimensionale Darstellung der Tomografie nanomechanischer Eigenschaften lebender menschli-
cher Zellen. Die Abbildung zeigt die Messdaten aus Abbildung 27 als dreidimensionale Darstellung in Kombination 
mit optischer Fluoreszenzmikroskopie. Die Topografie der Zelle ist dreidimensional dargestellt, der Farbcode der 
Oberfläche spiegelt den kumulativen E-Modul in dem jeweiligen Punkt wieder. Der lokale E-Modul in der Tiefe ist mit 
einer weiteren Farbskala codiert und hier an den Seitenflächen sichtbar. Die zweidimensionale Abbildung im Unter-
grund ist die Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der gefärbten Zellkerne der Probe an dieser Stelle. 
So erhält man eine dreidimensionale Darstellung der Volumenverteilung der mechani-
schen Eigenschaften einer Probe im oberflächennahen Bereich, angeordnet gemäß der 
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Topografie der Oberfläche und der entsprechenden Eindringtiefe und korreliert mit Er-
gebnissen der optischen Mikroskopie und kumulativen Auswertung. 
Die Abbildung 33 zeigt die Daten aus Abbildung 29 und Abbildung 31 in einer drei-
dimensionalen Darstellung. Die Rauheit der Oberfläche stellt die Topografie dar, also 
die jeweilige z-Position des Kontaktpunkts (vgl. Abbildung 29 b). Die Farbcodierung 
dieser Oberfläche repräsentiert den kumulativen Elastizitätsmodul. Die Werte des loka-
len Elastizitätsmodul sind an ihren jeweiligen xyz-Positionen in ihrer jeweiligen Größe 
dargestellt. Unterhalb dieser Daten liegt als xy-Ebene die fluoreszenzmikroskopische 
Darstellung der Position und Ausdehnung der Zellkerne. 
Auch hier ist wieder sichtbar, dass die Oberfläche der Zelle keine ebenmäßige Struktur 
aufweist, sondern verschiedene Ausstülpungen in verschiedenen Größen und Formen 
aufweist. Direkt unter der Oberfläche zeigt sich ebenfalls die circa 20 nm dünne Schicht 
hohen Elastizitätsmoduls, auf die ein Bereich mit geringerer Steifigkeit folgt. Die weiße, 
gestrichelte Linie in Abbildung 33 deutet die Position an, in der die in Abbildung 34 
dargestellte xz-Ebene liegt.  
 
 
Abbildung 34 Schnitt in die Tiefe der Probe an der mit einer gestrichelten Linie markierten Stelle in Abbildung 33. 
Die Nanomechanik in der jeweiligen Stelle ist als lokaler E-Modul dargestellt. Die roten Pfeile markieren besondere 
Stellen und sind im Text genauer erklärt. 
Man kann in dieser Darstellung gut erkennen, dass die obere Schicht mit hohem Elasti-
zitätsmodul nicht vollständig durchgängig ist: an einigen Stellen ist sie unterbrochen 
und weist weiche, kanalartige Strukturen auf (durch Pfeile markiert). An diesen Stellen 
ist die maximale Eindringtiefe größer als in der direkten Umgebung. Hier kann die 
Spitze des Biegebalkens mit weniger Kraft und weiter in die Zelle eindringen. 
Mechanisch betrachtet zeigt die Zellmembran verschiedene Inhomogenitäten und ist 
keineswegs eine homogene, abgeschlossene Schicht. Die hier verwendete Methode der 
 
Nanomechanische Charakterisierung von lebenden menschlichen Zellen unter der Oberfläche 98 
Rasterkraftmikroskopie kann diese charakteristische Eigenschaft besonders gut abbil-
den. Jedoch gibt es einige Effekte, die die Genauigkeit der Messungen beeinflussen, 
aber hier nicht berücksichtigt werden können. Der Elastizitätsmodul des Substrats, auf 
dem sich die Probe zum Zeitpunkt der Messung befindet, hat einen Einfluss auf die 
gemessenen Werte: die mechanischen Eigenschaften des Substrats reflektieren in die 
Probe hinein [145]. Um diesen Effekt zu verringern könnten sehr scharfe Spitzen ver-
wendet werden, die gleichzeitig ein hohes Aspektverhältnis aufweisen. Jedoch steigt 
dann auch die Wahrscheinlichkeit, die Zellen während der Messung zu schädigen. Da-
mit mehrere Messungen an derselben Stelle nacheinander möglich sind, wurden solche 
Spitzen hier nicht verwendet. Ein weiterer Unsicherheitsfaktor ist die Deformation der 
Zelle am Eindringpunkt: der gemessene Elastizitätsmodul hat dadurch immer auch Bei-
träge aus benachbarten Bereichen. 
Eukaryotische Zellen, wie die hier verwendeten, sind immer von einer semipermeablen 
Membran umgeben, die sie von der Umgebung abschließt und das Zytoplasma im In-
neren hält. Diese Membran muss flexibel sein, aber auch widerstandsfähig gegen me-
chanische Einflüsse von außen. Eine solche Membran besteht aus einer Doppellipid-
schicht, die integrale und periphere Membranproteine enthält. Integrale Membranpro-
teine durchspannen die Membran und ermöglichen es anderen Proteinen von außen in 
das Innere der Zelle zu gelangen. Transmembranproteine können lateral in der Zell-
membran akkumulieren und so Ionenpumpen, Kanäle oder Rezeptoren formen. Da die 
Phospholipide ihre Positionen wechseln können, sind auch integrale Membranproteine 
nicht an einen festen Ort gebunden. Dieses Verhalten wird im „Fluid-Mosaik-Membran-
modell“ beschrieben [146]. Mikrodomänen aus Lipiden, Proteinen und Cholesterin for-
men dynamische Strukturen, die innerhalb der Membran mobil sind und andere me-
chanische Eigenschaften aufweisen als die umgebende Membran. Diese Strukturen wer-
den auch als „Lipid Rafts“ bezeichnet [147]. Auf der Außenseite der Zellmembran liegt 
die Glykokalyx, die aus Glykosyl-Resten und herausragenden Proteinen besteht und 
wichtig für die Verbindung zwischen den Zellen ist. Das Zellskelett liegt direkt unter-
halb der Zellmembran. Diese faserartige Struktur bestimmt die Form der Zelle und hält 
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 den Mikrotubuli, röhrenartigen Strukturen mit einem Durchmesser von circa 
25 nm. Sie sind am Zellteilungsprozess beteiligt, bestimmen die Form der Zelle 
und dienen als Transportwege für Vesikel, die Stoffe innerhalb der Zelle trans-
portieren. Die Mikrotubuli breiten sich radial vom Zentrosom her aus, dem 
Mikrotubuli-Organisations-Zentrum 
 den Aktinfilamenten, dünnen, faserartigen Strukturen, die als mechanische 
Stütze für die Zellmembran dienen und zusammen mit dem Myosin für die Be-
wegung der Zelle verantwortlich sind. 
 den Intermediärfilamenten, dehnbaren Proteinen die in einer hierarchischen 
Struktur orientiert sind und die Zelle mechanisch verstärken 
 
Die Struktur des Zellskeletts ist in den hier gezeigten Messungen unterhalb und in der 
Umgebung der Zellmembran klar erkennbar: ein faserartiges Netzwerk mit höherem 
Elastizitätsmodul. In den Abbildungen der Topografie zeigen sich sehr unterschiedlich 
geformte Objekte auf der Oberfläche. Einige davon wirken als Eindringpunkte für die 
Spitze des Biegebalkens. An diesen Stellen ist die maximale Eindringtiefe ebenfalls er-
höht. Bei diesen Stellen handelt es sich vermutlich um Transmembranproteine, also für 
den Stofftransport zuständige Kanäle. Deswegen zeigen dies Stellen eine signifikant an-
dere mechanische Nachgiebigkeit. 
Ein anderer Strukturtyp zeichnet sich durch scheibenförmige Objekte aus, die aus der 
Zelloberfläche herausstehen. Insbesondere aufgrund ihrer Abmessungen könnte es sich 
bei diesen Objekten um cholesterinreiche Mikrodomänen (= „Lipid Rafts“) handeln. 
Diese können in der Zellmembran diffundieren und ihren Platz wechseln. Cholesterin 
trägt dazu bei, die Beweglichkeit der Membran bei unterschiedlichen physiologischen 
Bedingungen zu erhalten. Die hier gezeigten Messungen wurden alle bei Raumtempe-
ratur durchgeführt, also bei geringerer als der normalen Temperatur für eine Zellkultur. 
Die cholesterinreichen Mikrodomänen könnten in diesem Fall als weiche Bereiche die-




Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es möglich ist, nanomecha-
nische, tomographische Abbildungen von ganzen, lebenden Zellen in vitro zu erstellen. 
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Durch die lokale Auswertung spektroskopischer, rasterkraftmikroskopischer Messdaten 
wurde eine bisher nicht berichtete Auflösung, sowohl in der Ebene, als auch in die Tiefe 
erreicht. Die Kombination mit Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht es bestimmte Kom-
ponenten in einer Zelle, wie zum Beispiel, die Membran, den Zellkern, die Kernkörper-
chen oder das Zellskelett, eindeutig zu identifizieren und mechanisch zu charakterisie-
ren. Die lokale und kumulative Auswertung ermöglicht sowohl Einblicke in die Tiefe 
des oberflächennahen Bereichs der Zelle, und gibt auch Informationen über ihre Ober-
fläche. Zell-Zell-Verbindungen und ein dreidimensionales, faserartiges Netzwerk des 
Zellskelettes können nicht nur sichtbar gemacht werden, sondern auch mechanisch cha-
rakterisiert. Bemerkenswert ist, dass weichere Bestandteile des Zellinneren unter dem 
Zellskelett zuverlässig abgebildet werden können, obwohl dieses einen signifikant hö-
heren Elastizitätsmodul aufweist. Beispielsweise können die im Zellkern liegenden 
Kernkörperchen dargestellt werden. Die hier verwendete Methode ermöglicht es außer-
dem, Komponenten der Zellmembran darzustellen und zu identifizieren.  
Mit wesentlich höheren Abbildungsraten wäre es möglich, dynamische Prozesse der 
Zellen nanomechanisch in Echtzeit darstellen zu können. Vorgänge wie zum Beispiel 
die Zellteilung könnten so auch mechanisch erfasst werden. Aus verschiedenen Grün-
den ist die Abbildungsrate aber begrenzt. Zum einen durch die Dynamik des Biegebal-
kens: überschreitet die Frequenz, mit der die Kraft-Abstands Kurven aufgenommen wer-
den, einen bestimmten Grenzwert, so treten hydrodynamische Komponenten in den 
Kurven auf [148]. Damit diese Komponenten noch vernachlässigbar sind, sollte die Kur-
venrate höchstens 1/50 der fundamentalen Eigenfrequenz des Biegebalkens [148] be-
tragen. In diesem Fall bedeutet das, dass bei circa 100 Kurven pro Sekunde die funda-
mentale Geschwindigkeitsgrenze liegt. Um diese Grenze anzuheben müssten Biegebal-
ken mit einer größeren Eigenfrequenz verwendet werden. Diese haben aber meistens 
auch eine höhere Federkonstante, was das Erfassen von sehr weichen Materialien er-
schwert. Eine Lösung dafür wären sehr kurze Biegebalken: diese können gleichzeitig 
eine weiche Federkonstante und eine hohe Resonanzfrequenz besitzen. Allerdings ist 
deren Geometrie sehr ungünstig, um eine auf einer Topografie abzubilden, die große 
Höhenunterschiede aufweist, wie menschliche Zellen. 
Eine zweite Begrenzung ist die Datenerfassungsrate: Um eine sinnvolle Tiefenauflösung 
zu erhalten, muss die Datenerfassungsrate groß genug sein. Das ist aber durch den 
Messaufbau gegeben und nur mit sehr großem technischem Aufwand zu verändern. So 
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ist es manchmal notwendig, die Abbildungen auf kleine Bereiche zu begrenzen und 
lokale Bereiche auf den Zellen zu studieren. 
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9. Zusammenfassung 
 
Das Rasterkraftmikroskop ist ein wichtiges Werkzeug zur Erforschung von Strukturen 
in der „Nanowelt“ (siehe Kapitel 1). Entwickelt aus dem Raster-Tunnelmikroskop in 
den 1980er Jahren, kann mit dem Rasterkraftmikroskop heute viel mehr dargestellt 
werden, als nur die Topografie einer Probenoberfläche mit atomarer Genauigkeit (siehe 
Kapitel 2). 
Neu ist die Möglichkeit eine weiche Probe nicht nur mechanisch zu charakterisieren, 
sondern diese Nanomechanik auch dreidimensional im oberflächennahen Volumen der 
Probe abzubilden. Dieser oberflächennahe Bereich ist sowohl beeinflusst von Eigen-
schaften der Oberfläche, die der Umgebung ausgesetzt ist, wie auch dem Volumen. In 
diesem Bereich finden zum Beispiel wichtige Transportprozesse in lebenden Zellen 
statt. 
Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, wie mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie 
Strukturen unterhalb der Probenoberfläche sichtbar gemacht werden können.  
Zwei unterschiedliche Wege aus der dynamischen und quasistatischen Rasterkraftmik-
roskopie wurden dazu in dieser Arbeit vorgestellt (siehe Kapitel 3): die gleichzeitige 
Anregung des Biegebalkens mit mehr als einer resonanten Schwingung („multimodale 
Rasterkraftmikroskopie“) ermöglicht es kurz- und langreichweitige Wechselwirkungen 
voneinander zu trennen. Wechselwirkungen mit langer Reichweite können genutzt 
werden, um Strukturen der Probe sichtbar zu machen, die unter der Oberfläche verbor-
gen liegen. Eine andere Möglichkeit ist die spezielle, lokale Auswertung von Kraft-Ab-
stands Kurven. Durch diese lokale Auswertung der Kurven kann die Struktur der Probe 
unterhalb der Oberfläche unabhängig von der Art der Wechselwirkung, basierend auf 
der mechanischen Heterogenität, sichtbar gemacht werden. Diese Methode ist aller-
dings wesentlich langsamer und datenintensiver, als die „normale“ Variante, die die 
Schwingung mit mehreren Frequenzen nutzt, jedoch kann so eine echte dreidimensio-
nale Abbildung des oberflächennahen Bereichs der Probe erstellt werden. 
Anhand von verschiedenen Beispielen wurden die Vor- und Nachteile der jeweiligen 
Methode demonstriert und verglichen. Die dynamische Rasterkraftmikroskopie ist be-
sonders geeignet um sehr hohe Auflösungen bei gleichzeitig kurzer Abbildungsdauer zu 
ermöglichen. Damit konnte das Aggregationsverhalten von magnetischen Nanoparti-
keln in Abhängigkeit von ihrer Größe untersucht werden (siehe Kapitel 4.2): unterhalb 
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einer bestimmten Größe ordnen sich diese Nanopartikel zufällig und getrieben von der 
Diffusion auf der Oberfläche. Größere Nanopartikel lagern sich auch ohne äußeres Mag-
netfeld zu kettenartigen Aggregaten zusammen: sie wirken als kleine Magnete, die sich 
entsprechend ihrer magnetischen Pole ordnen. Eine Materialunterscheidung ist mit die-
ser Methode der Rasterkraftmikroskopie ebenfalls möglich: zwei unterschiedliche Poly-
mere wurden dazu untersucht. Mittels Phasenkontrastmikroskopie konnte das Kristal-
lisationsverhalten von Polyethylenglycol untersucht werden (siehe Kapitel 4.3). Wenn 
sich das Polymer während der Kristallisation in einem begrenzten Raum befindet, ent-
stehen konzentrische Strukturen, die an die Wachstumsringe eines Baums erinnern. 
Mittels multimodaler Rasterkraftmikroskopie ist nicht nur eine einfache Unterschei-
dung von Materialien in der grafischen Darstellung möglich, sondern auch eine Unter-
scheidung in Bezug auf die mechanischen Eigenschaften (siehe Kapitel 4.4). Hier konn-
ten die beiden Phasen des Polystyrol-Butadien-Copolymeren abgebildet und mecha-
nisch quantifiziert werden. Um die Möglichkeit zu demonstrieren, Strukturen unterhalb 
einer Oberfläche sichtbar zu machen, wurde eine magnetische Festplatte untersucht 
(siehe Kapitel 4.5). Eine solche Festplatte ist ein mehrschichtiges System: die magne-
tisch gespeicherten Informationen befinden sich unterhalb mehrerer Schutzschichten 
und können nicht aus der Topografie erhalten werden. Die multimodale Rasterkraft-
mikroskopie ist jedoch in der Lage die magnetische Information unter der Oberfläche 
ortsaufgelöst darzustellen. 
Ferritin, ein Protein, dass im menschlichen Organismus Eisen speichert und am Sauer-
stofftransport beteiligt ist, wurde mit den beiden vorgestellten rasterkraftmikroskopi-
schen Methoden untersucht. Es besteht aus einer Proteinhülle, die einen Eisenkern in 
sich trägt. Mittels multimodaler Rasterkraftmikroskopie konnte die Hülle und der Kern 
in einer einzigen Messung getrennt voneinander abgebildet werden (siehe Kapitel 5). 
Eine dreizählige Symmetrie der Proteinhülle wurde identifiziert und der Kern als eine 
polygone Struktur erkannt. Quasistatische Rasterkraftmikroskopie hat es ermöglicht, 
den Ab- und den Aufbau der Proteinhülle als Funktion des pH-Werts der umgebenden 
Lösung als Änderung der Höhe der Teilchen darzustellen (siehe Kapitel 6). Bei saurem 
pH-Wert baut sich die Proteinhülle ab. Wird der pH-Wert anschließend wieder basisch, 
so baut sich die Proteinhülle selbstorganisiert wieder auf. Dieser Mechanismus kann 
genutzt werden, um gezielt Stoffe in die Ferritinnanoteilchen einzukapseln und freizu-
setzen und die Nanoteilchen als Transportbehälter zu nutzen. 
 
Zusammenfassung  104 
Wird bei der quasistatischen Rasterkraftmikroskopie an jedem Punkt die gemessen 
Kraft-Abstands Kurve vollständig aufgezeichnet, so lassen sich neben der Topografie der 
Probe noch eine Reihe weiterer Größen extrahieren (vergleiche Kapitel 3.2). Anhand 
von Messungen an lebenden gesunden menschlichen Zellen und Krebszellen des 
Epithels der Brust wurde demonstriert, dass mit quasistatischer Rasterkraftmikroskopie 
die mechanischen Eigenschaften lokal abgebildet werden können, und so auch innere 
Strukturen der Zellen sichtbar gemacht werden können (siehe Kapitel 7). Kombinierte 
rasterkraft- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bestätigen diese Fähigkeit und 
lassen Zellbestandteile wie Zellskelett und Zellkern klar unterscheidbar auftreten. 
Eine besondere Methode der Auswertung der gemessenen Kraft-Abstands Kurven er-
möglicht es, ein dreidimensionales Abbild der mechanischen Eigenschaften der mensch-
lichen Zellen darzustellen (siehe Kapitel 8). Dazu werden die Kurven unter Zuhilfenah-
me Hertzscher Kontaktmechanik in Bezug auf die Eindringtiefe in die Probe lokal aus-
gewertet. Dadurch entstehen schichtweise Karten, mit denen in die Tiefe der Probe „ge-
sehen“ werden kann. Die Untersuchungen der menschlichen Zellen zeigen insbesondere 
zwei bemerkenswerte Details: die Zellen sind von einer Schicht umgeben, die mecha-
nisch härter ist, als das Zellinnere. Gleichzeitig existieren in dieser Schicht Stellen, in 
denen es besonders einfach ist, tief in die Zelle einzudringen. Vermutlich handelt es 
sich bei diesen weichen Stellen um die Lage von Proteinen, die die Zellmembran ganz 
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10. Ausblick 
 
10.1. Abbildungsgeschwindigkeit und Auflösung 
 
Die quasistatische Rasterkraftmikroskopie ist besonders geeignet, um auch sehr weiche 
Materialien vermessen zu können, die mit „normalen“ rasterkraftmikroskopischen Me-
thoden nicht gemessen werden können, weil dort die Regelung nicht zuverlässig funk-
tioniert (siehe auch Kapitel 4.1). Der große Vorteil der „normalen“ Methoden, die hohe 
Abbildungsgeschwindigkeit und hohe Auflösung, konnte in diesem Maße nicht bei der 
quasistatischen Rasterkraftmikroskopie realisiert werden. Die Grenze liegt momentan 
nicht in der Dynamik der Schwingung des Biegebalkens: beim so genannten 
„PeakForce-Tapping“ (Bruker) werden üblicherweise zweitausend Kurven pro Sekunde 
durchgeführt – das entspricht dem 20-fachen der in dieser Arbeit verwendeten Messge-
schwindigkeit. Jedoch wird die gemessene Kraft-Abstands Kurve zum einen mit einer 
sehr geringen Auflösung aufgezeichnet (weniger als einhundert Datenpunkte pro Zyk-
lus) und zum anderen sofort wieder verworfen, wenn die kumulativen Parameter ex-
trahiert worden sind. Es ist also nicht möglich eine lokale Auswertung zum Beispiel des 
E-Moduls mit dieser Methode zu realisieren. Eine höhere Datenerfassungsrate würde 
dieses Problem lösen. Das ist technisch möglich: die in dieser Arbeit verwendete Pha-
senregelschleife HF2PLL (Zürich) kann 210 Millionen Datenpunkte pro Sekunde aus 
einem analogen Signal (hier: Verbiegung des Biegebalkens) konvertieren und spei-
chern. Die in dieser Arbeit verwendeten Rasterkraftmikroskope ermöglichen 16 tausend 
Datenpunkte pro Sekunde. Das bedeutet, eine theoretische Vergrößerung der Abbil-
dungsgeschwindigkeit bzw. der Auflösung um den Faktor 13000 wäre möglich – das ist 
mehr, als die Dynamik der Schwingung des Biegebalkens zulässt [148], bedeutet aber, 
dass eine ähnliche Abbildungsgeschwindigkeit wie bei der Verwendung des „PeakForce-
Tapping“ möglich ist. Die erhaltene Datenmenge ist dementsprechend groß und deren 
Bearbeitung zeitraubend. Eine typische Messung aus dieser Arbeit hat eine tatsächliche 
Datenmenge von circa 4 GB und die rechnerische Auswertung der Daten zu generierten 
Abbildungen dauert circa 5 Stunden. Eine Messung mit den optimalen Parametern, o-
der eine Messreihe, hätte demnach eine Größe von 80 bis 100 GB und die Auswertung 
würde circa 4 Tage in Anspruch nehmen. Diese lange Zeitspanne macht ein kontinuier-
liches Experimentieren unmöglich. Zur Auswertung der Daten sollte in diesen Fällen 
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ein Hochleistungsrechner verwendet werden, um Experimente auch weiterhin in sinn-
vollen Zeitabständen auswerten und planen zu können.  
 
10.2. Anwendungsvorschlag für diese Methode 
 
Durch die höhere räumliche Auflösung wird es möglich beispielsweise in biologischen 
Zellen feinere Strukturen zu unterscheiden, wie die unterschiedlichen Bestandteile des 
Zellskelets. Durch die höheren Abbildungsraten können dynamische Vorgänge sichtbar 
gemacht werden. 
Ein Beispiel für solche „dynamischen Vorgänge“ in Zellen könnte das Eindringen von 
Nanopartikeln in den Zellinnenraum sein. Zellen kommen mit solchen Nanopartikeln 
nicht nur unfreiwillig in Berührung (siehe Kapitel 1), sondern werden auch gezielt als 
pharmakologisches Mittel in der Krebstherapie eingesetzt [7-10, 103, 149, 150]. Nano-
partikel gelangen wesentlich effizienter an die Stelle, an der das Medikament seine Wir-
kung entfalten soll [151], da gerade dort, wo ein Tumor wächst, die Nanopartikel die 
Blutbahn verlassen können (der so genannte „EPR-Effekt“ [152]). Um Vorgänge zu un-
tersuchen, die zwischen den Nanopartikeln und dem umgebenden Gewebe, aber auch 
die Wechselwirkungen zwischen gesundem und erkranktem Gewebe ablaufen und 
gleichzeitig die physikalischen Eigenschaften der Nanopartikel zu bestimmen, ist ein 
geeignetes Werkzeug notwendig [103]. Eine Rasterkraftmikroskopie, wie sie hier vor-
geschlagen worden ist (siehe 10.1) kann diese Anforderungen erfüllen und einen Bei-
trag dazu leisten, das Geschehen in dieser gezielten Pharmakotherapie besser zu ver-
stehen. 
 
10.3. Kombination mit anderen Methoden 
 
Um noch spezifischere Informationen aus dem Inneren von lebenden biologischen Zel-
len zu erhalten, kann die Rasterkraftmikroskopie mit anderen Methoden kombiniert 
werden. Mit Fluoreszenzmikroskopie werden biologische Materialien seit vielen Jahren 
umfangreich untersucht [153]. Aussehen und Struktur von Zellorganellen sind sehr gut 
bekannt. Eine Kombination von Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskopie (unterhalb 
der Oberfläche) ermöglicht es, die noch unbekannten Strukturen aus der rasterkraft-
mikroskopischen Untersuchung mit den bekannten Ergebnissen der Fluoreszenzmikro-
skopie zu referenzieren. Werden stochastische optische Methoden [154] oder multi-
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photonen Mikroskopiemethoden [155] verwendet, so kann die Referenzierung noch 
genauer und insbesondere auch tiefenaufgelöst erfolgen. Die quasistatische Rasterkraft-
mikroskopie kann mit der dynamischen Rasterkraftmikroskopie kombiniert werden, 
wenn der Biegebalken zu einer Schwingung angeregt wird, deren Amplitude klein im 
Vergleich zur gemessenen Kraft-Abstands Kurve ist. Wird der Biegebalken zu einer tor-
sionalen Schwingung angeregt, so kann diese genutzt werden, um Wechselwirkungen 
in der Probenebene zu detektieren [156, 157]. 
So könnte sich die dreidimensionale Rasterkraftmikroskopie zu einem Standardverfah-
ren in der nanomechanischen Untersuchung biologischer Materialien entwickeln. 
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Anhang 
 
Monomodale frequenzmodulierte Rasterkraftmikroskopie  
 
In diesem Abschnitt wird das Vorgehen beschrieben, um eine externe, frequenzmodu-
lierte Anregung in einem „Cypher“ Rasterkraftmikroskop und einem Zürich HF2PLL zu 
erreichen. 
 
1. Verbinden der Kabel 
 
Kabelverbindungen zwischen dem PLL, dem „Backpack“ des AFM und dem Controller 
des AFM und dem Oszilloskop: 
 
PLL.SignalInput1.+In <-> Controller.Input.1 
PLL.SignalOutput1.Add <-> PLL.Aux4 
PLL.SignalOutput1.Out <-> Backpack.Input.0 
PLL.Aux1 <-> Controller.Input.1 
Oszilloskop.CH1 <-> Controller.Output.0 
Oszilloskop.CH2 <-> Backpack.Output.0 
 
2. Konfiguration der AR-AFM-Software 
 
Messmodus auf „contact“ stellen. 
 
Im Menü „CrosspointPanel“ folgende Einstellungen verändern: 
BNCOut0 <- BNCIn1 (zur Ausgabe auf dem Oszilliskop) 
bdDRive <- BNCIn0 (Anregung des PLL wird auf den blueDrive gegben) 
InFast <- BNCIn1 (Ablenkung wird für den z-Piezo zur Verarbeitung gegeben) 
BNCOut0 <- ACDefl (zur Ausgabe auf dem Oszilloskop) 
 
Das „Schloss“ „no Auto change crosspoint“ schließen, alle Einstellungen gültig machen 
durch „Write Crosspoint“ 
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Im Menü „Alias Panel“ folgende Einstellungen vornehmen: 
 
In der Registerkarte „Dynamic“ in der Zeile „Deflection“ den Wert auf „Input.Fast“ än-
dern. Durch klicken auf „Write“ setzen. In der Registerkarte „All“ durch klicken auf 
„Read“ überprüfen, ob der Wert wirklich gesetzt wurde. 
  
3. Einstellungen in der PLL-Software 
 
Ausgeben einer sin-Funktion einer bestimmten Frequenz und Amplitude, sowie locken 
des Referenzsignals auf das Messsignal. 
 
In der Registerkarte „Lock-in“ unten den „Sweeper“ benutzen: im Bereich der vermute-
ten Resonanzfrequenz suchen lassen. Cursor an die entsprechende Stelle verschieben, 
die Frequenz kopieren und bei Ch1.Frequency.Freq eintragen. Die mit dem Cursor ge-
fundene Phase unter Ch1.Frequency.Phaseshift eintragen. 
 
Unter SignalInputs.AC einschalten.  
 
Annähern an die Oberfläche im externen FM-Modus 
 
Hier wird das Vorgehen beschrieben, das zum Durchführen des Annäherungsvorgangs 
aus Kapitel 4.1 benötigt wird. 
 
0. Methode auf “contact”, in CrosspointPanel bddrive und input.fast auf BncIn0 
setzten, im AliasTab Deflection auf Input.Fast setzten 
1. Fokus auf Probe -> Wert speichern 
2. Fokus auf Cantilever -> Wert speichern 
3. “Move to Pre-Engage” 
Achtung (in Wasser):  
Fokusring auf “2” 
Brechungsindex in Einstellungen auf “water” 
“Pre-Engage height” auf 100 µm 
4. Resonanzfrequenz und Phase an PLL finden, Amplitude wählen 
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5. Schwingung starten (in Resonanz), Amplitudenkontrolle starten, PLL starten 
(auf Resonanz und mit Phase als Setpoint) 
6. Für Setpoint von AFM selben Wert wie bei Deflection wählen 
7. “engage” -> Z Voltage 
Bewegt sich zu positiven Werten 
Bewegt sich zu negativen Werten -> Setpoint erhöhen 
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Abbildungsverzeichnis 
 
Abbildung 1 Die Quader bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl an Teilwürfeln. 
Je kleiner die Anzahl an Teilwürfeln ist, desto größer ist die Anzahl der Würfel, die 
an der Oberfläche sitzen, im Vergleich zu denen im Volumen. ............................. 8 
Abbildung 2 Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskops. Der allgemeine Aufbau ist 
in a) gezeigt. Die Oberfläche einer Probe wird mit einer an einen Biegebalken 
befestigten Spitze abgerastert. Die Bewegung der Spitze erfolgt mittels einer 
Rastereinheit, meist einem Piezoaktuator. Die Auslenkung des Biegebalkens wird 
durch einen Lichtzeiger in einer segmentierten Photodiode detektiert. Der Lichtweg 
und wesentliche Größen zur Ermittlung der Vergrößerung können aus 
Abbildungsteil b) gelesen werden. Hier sind der Winkel  und die Länge s1 die 
Verbiegung des Biegebalkens, s2 die Auslenkung gemessen an der Photodiode, l die 
Länge des Biegebalkens und d die Länge des Lichtwegs von der Rückseite des 
Biegebalkens bis zur Photodiode. ....................................................................... 13 
Abbildung 3 Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probenoberfläche und 
Messregime der Rasterkraftmikroskopie. (a) zeigt den Verlauf der wirkenden 
Nettokraft und die sich daraus ergebenden Messregime bzw. Betriebsmodi des 
Rasterkraftmikroskops (siehe auch Abschnitte 2.3, 2.4, 2.5). (b) Verdeutlicht die 
Reichweite und Lage der jeweiligen Wechselwirkung (erstellt nach einer Idee in: 
[42]). ................................................................................................................. 16 
Abbildung 4 Artefakte durch die Messspitze bei der Rasterkraftmikroskopie. Die 
Topografie der orangenen Objekte soll abgebildet werden, die gemessene 
Topografie ist als grüne Linie dargestellt. Bei optimaler Geometrie und optimalem 
Regelkreis (a) wird die Topografie der Oberfläche fast exakt wiedergegeben. Die 
Geometrie der Spitze (b) verhindert eine exakte Abbildung von Kanten, 
insbesondere wenn die Spitze einen großen Öffnungswinkel aufweist. .............. 18 
Abbildung 5 Verlauf der Amplitude A und Phasenverschiebung  in Abhängigkeit der 
Frequenz. Die durchgezogenen Linien beschreiben den Verlauf der Amplitude und 
der Phase für den kraftfreien Fall, die gestrichelten Linien jeweils unter dem 
Einwirken attraktiver (kurze Striche) oder repulsiver (lange Striche) Kräfte. Die 
Resonanzfrequenz f0 verschiebt sich zu kleineren Werten fattraktiv, wenn attraktive 
Kräfte auf die Spitze einwirken und zu größeren Werten frepulsiv, wenn repulsive 
Kräfte auf die Spitze einwirken. Wird der Biegebalken bei einer konstanten 
Frequenz (f0) zum Schwingen mit der Amplitude A0 angeregt, so vermindert sich 
seine Schwingungsamplitude, wenn attraktive oder repulsive Kräfte auf die Spitze 
einwirken auf Aattraktiv oder Arepulsiv. Für sehr kleine Frequenzen vermindert sich die 
Amplitude im Grenzfall auf die Anregungsamplitude AAnregung. Die Kurve für die 
Phasenverschiebung bewegt sich jeweils mit der Resonanzfrequenz, daraus 
resultiert eine Änderung der Phasenverschiebung bei Einwirkung von externen 
Kräften. .............................................................................................................. 22 
Abbildung 6 Schematischer Verlauf einer Kraft-Abstands Kurve. Die durchgezogene 
grüne Linie stellt die Hinfahrkurve dar, die gestrichelte grüne Line die 
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Rückfahrkurve. Die Variablen bedeuten: F0 – Wert für die Kraft in der Ruhelage, 
Fmin – niedrigster Wert für die Kraft bei maximaler Adhäsion, |FAdh| - 
Adhäsionskraft, Kraft die nötig ist, um Spitze und Probenoberfläche zu separieren, 
hsoll – Position der Spitze bei Erreichen des Kraftsollwerts, hKP – Position der Spitze 
bei Erreichen des Kontaktpunkts (Definition des KP s.u. im Text), |hsep| – Distanz 
bis zur Separation von Spitze und Probenoberfläche, htrenn – Position der Spitze bei 
Trennung von der Probenoberfläche, |hEind| – maximale Eindringtiefe in die Probe. 
Die gestrichelten schwarzen Linien deuten die projizierten Positionen der 
entsprechenden Variablen auf den Achsen an. Die in Kreisen dargestellten 
Positionen 1 bis 10 deuten besondere Stellen im Verlauf der Kurve an und werden 
im Text genauer erläutert. .................................................................................. 24 
Abbildung 7 Schematische Darstellung verschiedener Kraft-Abstands Kurven unter 
unterschiedlichen Bedingungen. Es ist jeweils die Kraft F über die Position der 
Spitze des Biegebalkens h aufgetragen. Unterschiedliches Verhalten der Probe und 
insbesondere in der Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze wird in a-f 
dargestellt: a) – harte Probe, b) – weiche Probe, c) – mit „snap into contact“, d) – 
mit Adhäsion, e) – durch mehrere Schichten und f) – mit Molekülentfaltung. .... 26 
Abbildung 8 Leistungsdichtespektrum eines rechteckigen Biegebalkens. Auftretende 
vertikale („normale“) Schwingungsfrequenzen eines rechteckigen Biegebalkens 
unter thermischem Rauschen. Messung bei Raumtemperatur und an Luft. 
Biegebalken Bruker MESP-HM-V2, Herstellerangaben: f01=75 kHz, k=3,0 N/m. 32 
Abbildung 9 Bimodale Rasterkraftmikroskopie: die Überlagerung der ersten und der 
zweiten Eigenfrequenz des Biegebalkens bei der Anregung führt zu einem 
typischen, resultierenden Signal. Die unterschiedlichen „Aufenthaltsdauern“ der 
beiden Schwingungen in der Nähe der Probenoberfläche führen zu 
unterschiedlichen Sensitivitäten in Bezug auf lang- und kurzreichweitige Kräfte: die 
erste Eigenschwingung ist insbesondere für kurzreichweitige Kräfte sensitiv, die 
zweite Eigenschwingung insbesondere für langreichweitige Kräfte, wie 
magnetische Wechselwirkungen. ........................................................................ 34 
Abbildung 10 Die lokale Auswertung von Kraft-Abstands Kurven durch stückweise 
lineare Interpolation ermöglicht es eine Probe auch unterhalb der Oberfläche 
mechanisch zu charakterisieren. Das Schrittweise Vorgehen, um diese Daten zu 
erhalten, ist hier schematisch dargestellt. Zusätzlich zu den in erläuterten Größen 
können mit dieser Methode auch lokale Größen ausgwertet werden, wie dElok/dh 
die lokale Änderung des Elastizitätsmoduls und Elok der abolute, lokale Wert des 
Elastizitätsmoduls. .............................................................................................. 36 
Abbildung 11 Eine Messspitze durchdringt (a) oder drückt (b) auf eine Probe, die aus 
zwei wechselnden Schichten mit unterschiedlichem Elastizitätsmodul besteht. Der 
jeweilige Verlauf des Elastizizätsmoduls E ist neben der Teilabbildung dargestellt. 
Die beiden Varianten stellen Grenzfälle der Möglichkeiten dar, mit denen eine 
Messspitze und ein Material wechselwirken können. .......................................... 38 
Abbildung 12 Schema des Verlaufs von Frequenz f (orange) und Amplitude A (grün) 
bei Annäherung der Messspitze an die Probenoberfläche. Bemerkenswert ist der 
Wechsel des Vorzeichens der Steigung der Frequenz in der Nähe des 
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Kontaktpunkts. In grauer Farbe und gestrichelt ist der Verlauf der 
Anregungsspannung U der Schwingung im Fall der Annäherung an die Oberfläche 
dargestellt. ......................................................................................................... 43 
Abbildung 13 Eisenoxid-Nanopartikel in einem Polymerfilm auf einem Silizium-
Substrat. Die Nanopartikel in a) haben einen nominellen Radius von 5 nm, die 
Nanopartikel in b) einen nominellen Radius von 10 nm. Die Länge des 
Skalenbalkens beträgt 5 µm. Die Herstellungsmethode für beide Proben ist gleich, 
jedoch ist die Verteilung der Nanopartikel auf der Probe deutlich unterschiedlich. 
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separat dargestellt. Auffallend ist, dass die kleineren Nanopartikel zwei 
unterschiedliche Maxima aufweisen, was auf die Ausbildung einer zweiten Schicht 
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Abbildung 14 Doppellogarithmische Darstellung der Oberfläche eines Objekts (Größe 
in Pixel) in Bezug zum Gyrationsradius des Objekts (Länge in Pixel). Die Abbildung 
a) bezieht sich auf die Nanopartikel mit einem nominellen Radius von 5 nm, 
Abbildung b) auf die Nanopartikel mit einem nominellen Radius von 10 nm. .... 47 
Abbildung 15 Ungefüllte und gefüllte Löcher in Polycarbonatfolie. a) und b) zeigen die 
Verteilung dieser Löcher durch die Ionenbestrahlung und deren unterschiedliche 
Größe durch unterschiedliche Ätzzeiten. In c) und d) ist ein einzelnes, mit PEG 
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Materialkontrast – in d). Eine konzentrische Struktur aus amorphen und 
kristallinen Bereichen ist zu erkennen. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 1 µm 
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Abbildung 16 Bimodale Rasterkraftmikroskopie eines Films Styrol-Butadien-
Copolymer. In a) ist die Topografie der Oberfläche dargestellt, b) zeigt das 
Regelsignal, die Frequenzverschiebung der ersten Eigenfrequenz, in c) wird durch 
die Frequenzverschiebung der zweiten Eigenfrequenz die Block-Struktur der Probe 
sichtbar. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 50 nm. In d) ist die 
Häufigkeitsverteilung (schwarze Linie) der Frequenzverschiebung aus c) 
dargestellt, sowie der zugehörige E-Modul. Zwei unterschiedliche Gauß-
Verteilungen konnten identifiziert werden (grüne Linien), deren Summenkurve ist 
ebenfalls dargestellt (orangene Linie). Die Maxima dieser Verteilungen liegen bei 
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Abbildung 17 Magnetische Festplatte eines Computers, gemessen mit bimodaler 
frequenzmodulierter Rasterkraftmikroskopie. In a) ist die Topografie der 
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Abbildung 18 Ferritin abgebildet mit bimodaler, magnetischer Rasterkraftmikroskopie. 
a) bis d) zeigen zweidimensionale Darstellungen verschiedener Observablen, e) 
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der ersten Eigenmode, d) die der zweiten. In e) ist die Topografie dreidimensional 
repräsentiert und als Farbcode die Phase der ersten Schwingung überlagert, in f) 
die der zweiten Schwingung. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 10 nm. ........ 62 
Abbildung 19 Bimodale magnetische Rasterkraftmikroskopie an einem einzelnen 
Ferritin Nanoteilchen. Die Detailabbildungen zeigen: a) die Phasenverschiebung 
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Phasenverschiebung der zweiten Schwingung, eine dreizählige Symmetrie der 
Hülle des Teilchens, c) die Rekonstruktion der Hülle des Teilchens aus 
Röntgenstreudaten [107], die ebenso eine dreizählige Symmetrie aufweist. ...... 63 
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Abbildung 21 Topografie einer Probe mit Ferritinnanoteilchen auf einem Glimmer-
Substrat in wässriger Umgebung bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Abfolge der 
eingestellten pH-Werte (und damit auch die zeitliche Abfolge der Messung) ist: a) 
pH 6, b) pH 2, c) pH 4, d) pH 6, e) pH 8, f) pH 2, g) pH 4 und h) pH 6. Die 
Nanopartikel sind unterschiedlich gekennzeichnet: Quadrat = verschwindet im 
nächsten Schritt, Pfeil = neu entstanden und Kreis = während des ganzen 
Experiments präsent, die unterschiedlichen Größen sind angegeben. Die Länge des 
Skalenbalkens beträgt 100 nm. ........................................................................... 71 
Abbildung 22 Topografie einer Probe mit Apoferritinnanoteilchen auf einem Glimmer-
Substrat in wässriger Umgebung bei unterschiedlichen pH-Werten. Ein Teilchen ist 
herausgegriffen und durch einen weißen Kreis markiert. Seine Höhe im jeweiligen 
Abschnitt des Experiments ist angegeben. Die Abfolge der pH-Werte (und damit 
auch die zeitliche Abfolge der Messung) ist: a) pH 6, b) pH 2, c) pH 3, d) pH 4 und 
e) pH 6. Die Länge des Skalenbalkens beträgt 200 nm. ...................................... 72 
Abbildung 23 Enwicklung der Höhenverteilung der Apoferritin Nanoteilchen aus 
Abbildung 22. Für jeden Schritt der Messreihe ist die mittlere Höhe der Teilchen 
angegeben, sowie die Standardabweichung der Verteilung. Zusätzlich zeigt ein 
Histogramm die Höhenverteilung der Teilchen in jedem Schritt des Experiments.
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Abbildung 24 Lebende, menschliche Zellen, abgebildet mit quasistatischer 
Rasterkraftmikroskopie. In a) und b) ist ein Ausschnitt einer Probe mit BT-20 
Krebszellen abgebildet, in c) und d) ist ein Ausschnitt einer Probe mit gesunden 
HBL-100 Zellen dargestellt. Die Topografie wird jeweils in a) und c) dargestellt, 
der Regelfehler in b) und in d). Die Länge des Skalenbalkens beträgt 10 µm.  Die 
gelben Vierecke sind mit römischen Ziffern bezeichnet und beziehen sich auf 
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Abbildung 25 Detailausschnitte aus Abbildung 24. Die Ziffern I bis IV markieren in 
Abbildung 24 die Positionen des jeweiligen Ausschnitts. Die Länge des 
Skalenbalkens beträgt 1 µm. ............................................................................... 79 
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Messspitze in die Probe und in d) den kumulativen E-.Modul. Die Länge des 
Skalenbalkens beträgt 10 µm. Die gestrichelte Linie deutet die Position der xz-
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aus Abbildung 27 als dreidimensionale Darstellung in Kombination mit optischer 
Fluoreszenzmikroskopie. Die Topografie der Zelle ist dreidimensional dargestellt, 
der Farbcode der Oberfläche spiegelt den kumulativen E-Modul in dem jeweiligen 
Punkt wieder. Der lokale E-Modul in der Tiefe ist mit einer weiteren Farbskala 
codiert und hier an den Seitenflächen sichtbar. Die zweidimensionale Abbildung 
im Untergrund ist die Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der gefärbten 
Zellkerne der Probe an dieser Stelle. .................................................................. 96 
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markierten Stelle in Abbildung 33. Die Nanomechanik in der jeweiligen Stelle ist 
als lokaler E-Modul dargestellt. Die roten Pfeile markieren besondere Stellen und 
sind im Text genauer erklärt. .............................................................................. 97 
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